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Introduction : L’obésité et le diabète de type 2 (T2DM) sont associés à des perturbations des 
métabolismes énergétiques, de l’insuline et de la vitamine A (ROL-rétinol ; RE-rétinyl esters; 
AR-acide rétinoïque) ainsi qu’aux maladies cardiovasculaires. La RBP4 (« retinol binding 
protein ») hépatique est le transporteur équimolaire du ROL dans le sérum. Elle est également 
sécrétée comme adipokine. La RBP4 sérique est augmentée dans l’obésité, la résistance à 
l’insuline (RI) et le T2DM, mais il n’avait pas été établi si le transport de ROL dans le sang était 
subséquemment augmenté dans ces maladies. Réduire la RBP4 sérique diminue la RI. Le défi 
est d’éviter une hypovitaminose A, par perte de ROL circulant, associée à la réduction artificielle 
de son transporteur sanguin, la RBP4. Notre laboratoire avait démontré qu’un traitement à l’AR 
diminuait le taux sanguin de ROL chez des rats normaux. Les risques d’hypovitaminose A 
étaient exclus car l’AR est le métabolite actif principal de la vitamine A. Il avait été suggéré que 
l’AR influence le poids, la RI et le cœur chez divers rongeurs obèses et RI, avec des résultats 
variables. Il n’existe pas encore de protocole standardisé de traitement à l’AR pour la RI et le 
T2DM. Les mécanismes sont à l’étude pour l’optimisation des doses, de la durée et des voies 
d’administration de l’AR. Les variations du ROL et de la RBP4 sériques et tissulaires n’avaient 
pas été évaluées, dans ces contextes. Il était pertinent de vérifier ces concentrations de ROL et 
de RBP4 dans un modèle murin obèse et diabétique certifié, peu ou pas étudié pour ces aspects, 
ainsi que l’effet d’un traitement à petite dose d’AR sur leurs variations en association avec la 
RI, le T2DM et les possibles améliorations post-traitement. 
 
Hypothèse : Les concentrations sériques du ROL et de la RBP4 sont élevées chez la souris 
ob/ob, un modèle animal sévèrement obèse et diabétique. Elles s’accompagnent de 
concentrations tissulaires élevées de ROL et réduites de RBP4. Un traitement à court terme avec 
une petite dose d’AR diminuera le ROL circulant et subséquemment la RBP4 sérique, 
normalisera leurs taux tissulaires et diminuera la masse adipeuse et le poids corporel. Tous ces 
effets contribueront à la diminution de la RI, de l’intolérance au glucose et à l’insuline, et de la 
glycémie. Ces améliorations du métabolisme des rétinoïdes et de l’état diabétique seront 
associées à des profils tissulaires spécifiques d’expression de gènes du métabolisme de la 
vitamine A, et à des indices génomiques, histologiques et physiologiques d’amélioration du 




Objectifs : Évaluer chez les souris ob/ob l’impact d’un traitement à l’AR sur : A) les taux 
sériques et tissulaires de vitamine A et de RBP4, la glycémie, la RI, l’intolérance au glucose et 
à   l’insuline, le poids corporel et la taille des adipocytes; B) l’expression des gènes (mRNA) du 
métabolisme de la vitamine A dans le gras sous-cutané (SF), le gras viscéral (VF), les muscles 
(SM) et le foie (LIV); l’expression des gènes PGC1α  et UCP1 impliqués dans le métabolisme 
énergétique du gras beige/brun (BAT); l’expression des gènes du système protecteur des 
peptides natriurétiques (NP) et de ceux associés à l’apoptose et à la fibrose des cardiomyocytes; 
C) la morphologie de tissus adipeux SF et VF et musculaire cardiaque (HT).   
 
Méthodes : Seize souris B6.V-Lep/J ob/ob provenant de Jackson Labs USA et certifiées - avec 
des cages métaboliques et protocoles moteurs – comme étant hypométaboliques, léthargiques, 
sous-fertiles, hyperphagiques, obèses, RI, intolérantes au glucose et sévèrement 
hyperglycémiques (≥ 20 mmol/L), âgées de 9 semaines, ont été divisées en deux groupes égaux. 
Pendant 16 jours, la moitié des souris (n=8) furent traitées par intubage gastrique avec 100 μg 
at-RA/jour (2 μg/g poids corporel/jour) dans 100 μl d’huile de maïs (véhicule), et l’autre moitié 
(n=8) seulement avec le véhicule, servant ainsi de témoins diabétiques. Des souris de poids 
normal et en santé (n=5-9) ont servi de témoins sains. Toutes les souris ont reçu la diète standard 
internationale No.2018 pour les rongeurs de Harlan Teklad-USA, avec une valeur énergétique 
de 13.7 kJ/g, et un accès à l’eau ad libitum.  Le poids corporel et la consommation alimentaire 
furent mesurés et documentés quotidiennement, avec une balance de précision. Les glycémies 
à jeun (4h) furent mesurées les jours 9 et 16. Les tests de tolérance au glucose (IPGTT) et à 
l’insuline (IPITT) furent faits par injection intrapéritonéale, les jours 15 et 16. La concentration 
de la RBP4 dans le sang et dans les gras SF et VF, les SM et le LIV, ainsi que celle des protéines 
du système NP dans le HT, ont été mesurées par immuno-buvardage (WB). Les taux de vitamine 
A circulante et tissulaires ont été quantifiés par chromatographie HPLC. Dans ces tissus, 
l’extraction de l’ARN a été faite par la méthode TRIZOL, et l’expression génique a été évaluée 
par RTqPCR semi-quantitative. La morphologie tissulaire fut évaluée par colorations et par 
histologies. Les réflexes moteurs ont été évalués avec des stimuli du protocole standard SHIRPA 
et un minimum de deux observations directes quotidiennes.    
Résultats : Le présent traitement à l’AR fut associé à : 1) une  baisse du poids corporel en 




baisse des  taux sériques de ROL et de RBP4, de la glycémie, de la RI et de l’intolérance au 
glucose et à l’insuline; 3) des changements tissu-spécifiques dans l’expression des gènes : a) du 
métabolisme de la vitamine A; b) du métabolisme énergétique, augmentant les UCP1 et PGC1α 
dans SF et VF); c) du système cardio-NP, normalisant les antiapoptotiques, antifibrotiques et 
les NP; 4) une normalisation des taux tissulaires de RBP4, de ROL et de RE ; 5) une réduction 
de la taille des adipocytes ; 6) une réduction de la fibrose et de l’apoptose des cardiomyocytes; 
7) une présence accrue d’acides gras polyinsaturés (PUFA) dans les tissus adipeux traitées, 
documentée par cryoséparation de phases liquide et solide à -20ºC; 8) des histologies évoquant 
(sous toute réserve) l’angiogenèse et l’autophagie adipocytaires.   
Conclusion : Notre traitement à l’AR : 1) diminue le poids corporel, le ROL et la RBP4 
sériques, la glycémie, la RI et l’intolérance au glucose et à l’insuline; 2) réduit l’expression 
(mRNA) de l’adipokine RBP4; 3) module l’expression des gènes du métabolisme de la vitamine 
A, améliorant son homéostasie; 4) normalise les taux tissulaires de RBP4 et de vitamine A; 5) 
augmente l’expression adipocytaire des UCP1 et PGC1α, gènes associés au BAT ; 6) améliore 
le métabolisme énergétique, réduisant la taille des adipocytes et la masse adipeuse; 7) induit un 
effet cardioprotecteur, antiapoptotique et antifibrotique; 8) est associé à une présence accrue 
d’acides gras PUFA dans les  tissus adipeux de souris traitées à l’AR. Traditionnellement 
majoritaires dans les gras beiges/bruns, ces UFA suggèrent aussi que l’AR stimule la formation 
de BAT; 9) est associé à des structures évoquant l’angiogenèse et l’autophagie dans les tissus 
adipeux, ce qui suggère (sous réserve d’une vérification approfondie) une contribution à 
l’augmentation du métabolisme; 10) démontre que des améliorations de profils 
cardiométaboliques sont possibles en dehors des voies de signalisation strictement contrôlées 
par la leptine et/ou par les hormones sexuelles. Bien que bénéfiques pour le métabolisme 
énergétique, ces hormones sont diminuées chez les patients obèses, RI et diabétiques, avec l’âge 
et davantage après la ménopause. Ainsi, l’AR suggère des effets antidiabétiques conjugués, 
lorsque ces hormones restent partiellement fonctionnelles !   
Mots-clés : acide rétinoïque, vitamine A, RBP4, résistance à l’insuline, diabète, adipocytes, gras 





Introduction: Obesity and type 2 diabetes (T2DM) are associated with the impaired metabolism 
of insulin, energy and vitamin A (ROL-retinol; RE-retinyl esters; RA-retinoic acid) and with 
cardiovascular diseases. Hepatic retinol binding protein (RBP4) is released into the serum at an 
equimolar ratio to ROL, and is also secreted as an adipokine. Serum RBP4 is elevated in obesity, 
insulin resistance (IR) and T2DM. However, limited information is available on the rate of 
vitamin A metabolism in diseases such as diabetes or as to whether vitamin A (ROL) transport 
is enhanced by the elevation of RBP4 in the serum. Reducing the serum RBP4 level decreases 
IR; however, it is challenging to avoid depletion in circulating ROL following an artificial 
reduction in RBP4. Our laboratory has demonstrated that RA treatment reduces serum ROL in 
normal rats, with no vitamin A depletion effects (given that RA is the most bioactive metabolite 
of ROL). Others have suggested that RA may have variable impacts on body weight, IR and the 
heart in some obese and diabetic rodents. A standardized RA treatment protocol for IR and 
T2DM does not yet exist, as the mechanisms, optimal doses, duration and routes of 
administration are still under investigation. Furthermore, the serum and tissue ROL and RBP4 
concentrations were not investigated under these conditions. It is of high interest to investigate 
these ROL and RBP4 concentrations in a certified, yet relatively unstudied for retinoid, obese 
and diabetic mouse model and to determine whether and how treatment with a small dose of RA 
influences their metabolic rates associated with IR, T2DM and eventual post-treatment 
improvements in these animals.  
 
Hypothesis: Serum concentrations of ROL and RBP4 are elevated in the ob/ob mouse, a 
certified severely obese and diabetic animal model. The high serum levels of ROL and RBP4 
are accompanied by high tissue concentrations of ROL and reduced tissue levels of RBP4. 
Short-term treatment with a low dose of RA will reduce serum ROL and RBP4, will normalize 
tissue ROL and RBP4 levels, and will decrease body fat and weight. All of these effects will 
contribute to lowering IR, glucose and insulin intolerance and blood glucose. These 
improvements in retinoid metabolism and the diabetic state will be associated with tissue-
specific expression profiles for genes involved in vitamin A metabolism, and with genomic, 
histological and physiological indices of improved energy metabolism. A direct cardioprotective 





Aims: To evaluate the impact of our RA treatment in ob/ob mice on: A) serum and tissue levels 
of vitamin A and RBP4, blood glucose, IR, glucose and insulin intolerance, body weight and fat 
cell size; B) the expression (mRNA) of genes involved in vitamin A metabolism in subcutaneous 
fat (SF), visceral fat (VF), muscle (SM) and liver (LIV); the expression of the PGC1α and UCP1 
genes, which are involved in the energy metabolism of beige/brown adipose tissue (BAT); the 
expression of  natriuretic peptide (NP) cardioprotective system genes and of those associated 
with the apoptosis and fibrosis of cardiomyocytes; and C) the morphology of SF and VF adipose 
tissue and of the cardiac muscle (HT).    
 
Methods: Sixteen 9-week-old  B6.V-Lep/J ob/ob  mice were certified by Jackson Labs USA 
through the use of metabolic cages and motor protocols, to be hypometabolic, lethargic, 
subfertile, hyperphagic, obese, IR, glucose intolerant and severely hyperglycemic (≥ 20 mmol / 
L). These mice were divided into two equal groups. For 16 days, half of the mice (n=8) were 
treated daily by stomach intubation with 100 μg at-RA/day (2 μg/g body weight/day) in 100 μl 
of corn oil (vehicle), and the other half (n=8) were treated with only the vehicle, thus serving as 
diabetic controls. Normal and healthy-weight mice (n=5-9) were used as healthy controls. All 
mice received the international No.2018 standard rodent diet from Harlan Teklad-USA, which 
has an energy content of 13.7 kJ/g, and access to water ad libitum. Body weight and food 
consumption were monitored daily using a precision scale. Glycaemia was measured after 4 
hours of fasting on days 9 and 16. Intraperitoneal glucose tolerance tests (IPGTTs) and insulin 
tolerance tests (IPITTs) were performed on days 15 and 16. The protein concentrations of RBP4 
in the blood and in the SF and VF, SM and LIV, as well as protein in the cardiac NP system, 
were measured by Western blot (WB). Circulating and tissue vitamin A levels were quantified 
by HPLC. The RNA was extracted from tissue by the TRIZOL method and gene expression 
(mRNA) was evaluated by semi-quantitative RT-qPCR. Tissue morphologies were evaluated 
by staining and histology. Motor reflexes were evaluated daily with valid SHIRPA standard 






Results: Our RA treatment was associated with: 1) a decrease in body weight under similar 
food intake conditions and decreased motor-reflexes compared with untreated mice; 2) a 
decrease in serum levels of ROL and RBP4, blood glucose, and IR, as well as of glucose and 
insulin intolerance; 3) tissue-specific expression profiles for genes involved in: a) vitamin A 
metabolism, b) energy metabolism (increased UCP1 and PGC1α in SF and VF), c) the cardio-
NP system (normalized anti-apoptotic, anti-fibrotic and NP); 4) a normalization of the RBP4, 
ROL and RE levels in tissues; 5) a reduction in adipocyte size; 6) reduced fibrosis and apoptosis 
of cardiomyocytes;7) increased poly unsaturated fatty acids (PUFAs) in the adipose tissue of  
RA treated mice, documented by cryoseparation of liquid and solid phases at -20ºC; and 8) 
histology potentially suggesting adipocyte angiogenesis and autophagy.  
Conclusion: Our RA treatment: 1) decreases serum ROL and RBP4 levels, glycaemia and IR; 
2) reduces the expression (mRNA) of the RBP4 adipokine; 3) modulates the expression of genes 
involved in vitamin A metabolism, improving its homeostasis; 4) normalizes tissue RBP4 and 
vitamin A levels; 5) increases PGC1α and UCP1 gene expression, a signature of brown/beige 
fat; 6) improves energy metabolism, reducing adipocyte size, fat mass and body weight; 7) 
induces  cardioprotective, anti-apoptotic and anti-fibrotic effects; 8) is associated with increased 
PUFAs presence in the adipose tissue of RA-treated mice, suggesting that RA may stimulate 
BAT genesis due to typical dominance of PUFAs in beige/brown fat; 9) is associated with 
histologic structures indicating angiogenesis and autophagy in fat tissues, suggesting (pending 
further investigation) a contribution to improved metabolism in these tissues; 10) clearly 
demonstrates that in obesity and diabetes, cardio-metabolic improvements are possible out of 
the signaling pathways strictly controlled by leptin and sexual hormones, known to be beneficial 
for the energetic metabolism but decreased in men and women with obesity, insulin-resistance, 
diabetes, and with age (ex: strongly after menopause). An RA treatment conjugated effect is 
possible when these hormones are partially functional!    
Keywords: retinoic acid, vitamin A, RBP4,  insulin resistance, diabetes, adipocytes, beige fat, 
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Avant-propos   
L’obésité, le syndrome métabolique (SM) et le diabète de type 2 (T2DM), sont des 
troubles métaboliques qui augmentent de façon épidémique. La résistance à l’insuline (RI), la 
sécrétion d’insuline perturbée, la dyslipidémie, l’intolérance au glucose, les stéatoses hépatiques 
et l’athérosclérose apparaissent dans l’une ou plusieurs de ces pathologies. En dépit de 
nombreuses recherches, il n’y a pas de guérison pour ces états. Plusieurs investigations chez 
les rongeurs et les humains ont démontré une association entre les taux de la protéine sérique de 
transport de rétinol (RBP4 « retinol binding protein »), l’obésité, la RI et le diabète. Il a été 
démontré que les taux sanguins de RBP4 sont élevés chez des souris insulino-résistantes, et que 
leur réduction s’accompagne d’une amélioration de la sensibilité à l’insuline (Yang et al. 2005). 
Chez l’humain, les hautes concentrations sanguines de RBP4, sont également associées à de 
l’insulino-résistance chez des patients obèses, intolérants au glucose, diabétiques de type 2 ou 
encore ayant une forte histoire familiale de T2DM  (Graham TE et al. 2006b). De plus, une 
RBP4 sérique augmentée est aussi associée à plusieurs composantes augmentées du syndrome 
métabolique tels que : l’obésité, la dyslipidémie et l’hypertension arterielle (Klöting et al. 2007).  
 Les taux élevés de la RBP4 circulante chez les souris et les humains obèses et résistants 
à l'insuline suggèrent que le métabolisme des rétinoïdes pourrait aussi être perturbé dans ces 
conditions. Toutefois, peu d’informations existaient sur le métabolisme et les taux circulants et 
tissulaires de vitamine A dans l’obésité, la RI et le diabète. Malgré des concentrations sériques 
des précurseurs RE (« retinyl-esters ») rapportées élevées chez les obèses diabétiques (Wako et 
al. 1986), il n’était pas clair si le métabolisme du rétinol (ROL) était affecté à son tour. Pas clair 
non plus pour l’impact du  métabolite subséquent du ROL, l’acide rétinoïque (AR), qui est actif 
par l’intermédiaire de ses récepteurs  nucléaires RAR et RXR (Chambon P. 1996). Car même si 
l’AR est un agent métabolique thérapeutique anticancéreux démontré (Freemantle et al. 2003, 
Petkovich PM 2001), son efficacité dans d’autres troubles métaboliques comme la RI et le 
diabète demeure incomprise, étant insuffisamment explorée. Notre laboratoire avait observé 
qu’un traitement à l’AR diminue les niveaux circulants de ROL chez des rats normaux (Bhat 
and Lacroix 1991a, Keilson et al. 1979), (Bhat Lacroix 1986). L’AR étant le métabolite actif de 
la vitamine A, par excellence, aucun risque d’avitaminose A n’était encouru. Même si la RBP4 
sérique n’a pas été mesurée, dans nos études préalables, il est possible qu’elle ait été aussi 
diminuée, parce que le ROL circule dans le sang lié au RBP4, étant libérés de façon équimolaire 
par le foie. Nous nous sommes dit qu’advenant une diminution de RBP4 sérique suite aux 
traitements avec de l’AR, mais cette fois chez des animaux obèses et diabétiques, alors elle 
devrait s’accompagner d’une baisse de la RI aussi. Il n’était pas clair si le transport sanguin de 
ROL est aussi augmenté, suite à l’augmentation du taux sanguin de RBP4 par l’obésité, la RI et 
le diabète.  
L’objectif général de ce projet de recherche est d’évaluer la capacité de l’AR d’abaisser 
le taux sanguin de RBP4, et d’améliorer le profil cardiométabolique chez les souris ob/ob, un 




un métabolisme de base réduit, résistant à l’insuline et diabétique, mais pas carencé en vitamine 
A (ROL, RE). Au Canada il y a abondance alimentaire de rétinoïdes, donc nous n’explorons pas 
le rôle de carences alimentaires de vitamine A dans l’obésité bien que, dans des pays en 
développement, l’apport alimentaire pauvre en vitamine A soit associé à l’obésité et au diabète, 
en contexte de double fardeau de malnutrition. Parmi les objectifs spécifiques, par articles, nous 
avons également ciblé l’évaluation des effets de l’AR sur : 1) la RBP4, la sensibilité à l’insuline 
et le ROL circulant; 2) des phénotypes génomiques, anatomiques et physiologiques impliqués 
dans le métabolisme de la vitamine A (rétinoïdes) et dans le métabolisme énergétique en 
association avec les taux sanguin et tissulaires de ROL, RE et RBP4, dans le diabète et après son 
amélioration post-AR ;3) les systèmes cardioprotecteurs de l'ocytocine-peptides natriurétiques 
(OT-NP). Nous expliquons ces aspects in extenso dans le chapitre 4. Il était intéressant de 
mesurer les concentrations de vitamine A et de RBP4 dans le sérum et les tissus de souris ob/ob 
et d’observer comment le diabète et notre traitement, avec une petite quantité d’AR (̰2µg/g/pc/j), 
affectent l’homéostasie de la vitamine A et les profils tissulaires d’expression des gènes de son 
métabolisme, en parallèle avec la sensibilité à l’insuline. De façon complémentaire, puisque 
cela n’avait pas encore été fait, dans ce montage contextuel, nous avons voulu vérifier quels 
effets l’administration d’AR, aura sur l’appétit, les réflexes moteurs, le poids corpo rel, la 
morphologie et la plasticité des tissus adipeux (sous-cutané, viscéral), en tant qu’indices 
d’impact sur le métabolisme. Nous démontrons également la capacité de l’AR à améliorer les 
systèmes cardioprotecteurs de l'ocytocine-peptides natriurétiques (OT-NP) et eNOS, systèmes 
associés à la survie cellulaire et à la prévention du remodelage cardiaque anormal. Nous 
présentons pour la première fois une évidence que l’acide rétinoïque prévient l’apoptose et la 
fibrose des cardiomyocytes via une régulation émanant du système ocytocine-BNP. Depuis le 
début de notre projet (2008), nous sommes les seuls à avoir étudié ces aspects contextuels. 
Suite à nos premiéres résultats (Manolescu et al.2010), la revue britannique « Lead Discovery 
» déclarait en 2011 nos travaux « de grand intérêt et potentiel pharmaceutique thérapeutique », 
alors qu’une prestigieuse revue de littérature espagnole spécialisée en rétinoïdes, obésité et 
diabète nous incluait parmi les 10 équipes pionnieres du domaine au monde (Bonet L et al 2012). 
Nos recherches ont déjà conduit à des études cliniques sur l’implication des retinoïdes dans 
le diabéte de type 2 (Sima A. 2017) et préparent de futurs traitements à l’AR chez l’humain.  
Les trois articles de recherche de cette thèse sont publiés avec comités des pairs, dont 
deux intégralement (no.1/2010 et no.3/ 2014) et des données du no.2 comme Abstracts 
indexes dans Diabetes en Metabolism et Applied Physiology, Nutrition and Metabolism-CNS 
en 2012, 2013 et 2015, pour valider nos résultats intermédiaires. Le chapitre 2 sur la RBP4 
de la revue de littérature a été publié aussi, en 2014. Depuis, nos travaux ont été cités 
(https://www.researchgate.net/profile/Daniel_Manolescu/citations) par plus de 60 équipes au 
monde, dans leurs publications (dont 53 pour l’article 1, et 9 pour l’article 3), qui confirmént 
nos méthodes, résultats et contributions. Nous offrons donc une thèse avec quatre (4) 
publications. Pour ne pas avoir à revalider nos méthodes, nous avons employé des techniques 




avons souvent utilisées en double sous-traitance par des laboratoires certifiés. Six (6) autres 
projets de recherche impliquant l’acide rétinoïque (AR) dans l’obésité et le diabète ont été ajoutés 
en Perspectives et Annexes. Parmi elles: trois projets de recherche fondamentale (dont pour le 
premier l’article de revue au complet), un projet clinique vétérinaire et deux projets cliniques 
humaines complets. Obéissant aux engagements signés avec les Instituts de Recherche 
Scientifiques du Canada (IRSC) et les Fonds de Recherche Québec Santé (FRQS), nous 
incluons leurs évaluations qui ont validé et financé notre présent projet de doctorat PhD, 
parmi les premiéres dans ses catégories au pays : 1er au Québec, 1er 2,93 % (25/852) Banting 
et Best, au Canada. Leurs notes d’évaluations de qualité et intérêt scientifique du projet de notre 
thèse, sont les mêmes que celles de la FESP de l’Université de Montréal (ex.: clarté de la 
problématique, concordance des hypothèses et objectifs, pertinence des méthodes et analyses, 
originalité du projet et contribution à l’avancement des connaissances) et nous vous les offrons dans 
une optique de transparence.    
Par des aléas hors de notre contrôle, trois directeurs ont été impliqués dans nos 
recherches, commençant avec le Dr P.V. Bhat (retraité en 2014). Par ailleurs ceci est notre 
deuxième PhD (le premier fut réalisé en Roumanie). Nous souscrivons à la pédagogie latine 
éprouvée de trois rappels : « Repetitio mater studiorum est » ! Nous avons uniformisé les 
citations et donné des preuves légales de conformité avec les droits d’auteur. Nous prouvons 
l’inutilité de remesurer des acquis scientifiques (ex. 9kcal/g gras; le non-contrôle de réflexes 
innés). Nous avons annexé nos diplômes, certifications et expertises (ex. : B.Sc.ing Chimie 
alimentaire, M.Sc. Nutrition, Pédagogie et éducation scientifique, éthique, droits d’auteur, 
kinésiologie, comités pré-doc et parrainage scientifique, Agence spatiale canadienne, anglais).  
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supérieurs (FESP-Université de Montréal). Cette autorisation stipule que nous (l’auteur) 
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CHAPITRE 1 – Les rétinoïdes 
1.1. PRÉSENTATION DE LA VITAMINE A 
1.1.1. Introduction  
 La vitamine A-rétinol (ROL) est une vitamine lipophile, hydrophobe, solide à la 
température ambiante, avec une masse moléculaire de 286,5 Da. On trouve de la vitamine A 
dans divers produits alimentaires. La vitamine A fut initialement découverte en 1913 par les 
chercheurs McCollum, Davis, Osborne et Mendel. Ces chercheurs ont remarqué que des rats 
nourris seulement avec du lard développent diverses infections et affections oculaires, avec 
baisse et même perte complète de la vision nocturne, qui disparaissent lors de l’ajout de beurre 
ou de jaune d’œuf. Ils ont postulé l'existence d'un élément essentiel dans les corps gras, qu’ils 
ont appelé « substance liposoluble A » (« the fat-soluble A »). L’équipe suisse du Dr Paul Karrer 
a isolé cette substance active en 1931 dans l’huile de poissons marins et identifié sa formule 
chimique comme étant C20H29OH, avec une masse molaire de 286,5g/mol, dont C : 83,86 %, 
H : 10,56 % et O : 5,59 %.  Dans le foie des poissons d’eau douce, il existe aussi une forme de 
ROL déshydrogéné (C20H27OH), possédant seulement 40% de l’activité du ROL. La structure 
chimique brute du ROL est illustrée dans la Figure 1. Chaque rétinoïde contient dans sa formule 
un anneau aromatique de β-ionone, un groupement isoprénoïde, et un composé polaire à la fin. 
Le composé final, est soit hydroxyle (HC-OH) pour le rétinol (ROL), soit aldéhyde (HC = O) 
pour le rétinal (RAL), soit carboxyle (HO-C = O) pour l’acide rétinoïque (AR). La vitamine A 
se trouve dans le corps sous ces trois formes qui sont biochimiquement actives, plus une réserve 
sous forme de rétinyl esters (RE). La dénomination générique de vitamine A définit le ROL 
ainsi que les dérivés rétinoïdes. Les rétinoïdes se dégradent facilement sous l’influence de 
l’oxygène, de la lumière et de la température. La vitamine A se trouve dans les végétaux sous 
forme de caroténoïdes (ex.β-carotènes), alors que dans les aliments de provenance animale elle 
se trouve sous forme de RE (le foie étant l’organe de réserve des RE). Les deux formes peuvent 
être converties en ROL dans le corps. La vitamine A est importante pour la vision, la 
reproduction, l’organogenèse, la croissance, l’immunité, l’intégrité tégumentaire et le 
métabolisme énergétique (Blomhoff 1994, De Luca L.M. 1991, Dowling and Wald 1960, Moore 
1959, Thompson et al.1964). N’ayant pas la capacité biologique de synthétiser la vitamine A 




provenance animale (RE) ou végétale (β- et autres carotènes). Le RAL est essentiel dans le 
processus de la vue, alors que l’AR est un ligand pour ses récepteurs nucléaires RAR et RXR, 
contrôlant ainsi l’expression de plusieurs gènes (Blomhoff and Blomhoff 2006). Différents 
isomères existent pour chaque forme de vitamine A (ROL, RAL, AR) et il existe trois isoformes 
d’AR pouvant activer les récepteurs nucléaires RAR et RXR, soit les all-trans, 9-cis  et le 3, 4-
didehydro RA (Leid et al. 1992). Les isomères ont une orientation cis- ou trans- du morceau 
isoprénoïde (Figure 1). L’homéostasie de la vitamine A est très importante, et l’hypervitaminose 
ou  l’hypovitaminose sont également nocives, puisque cette vitamine contrôle plusieurs 
métabolismes et processus biologiques (Bhat and Manolescu 2008, Ziouzenkova O and Plutzky 
2008). En effet, les rétinoïdes sont impliqués dans plusieurs pathologies relevant de 
l’ophtalmologie, de la dermatologie, de l’oncologie et de l’endocrinologie (ex.: obésité, diabète) 
(Abu et al. 2005, de Botton et al. 2005). L’acide rétinoïque est un agent thérapeutique pour 
l’acné et de façon complémentaire dans la leucémie myéloïde. Des études sur les animaux ont  
démontré des liens clairs entre le métabolisme de la vitamine A, l’adipogenèse et la biologie des 
tissus adipeux (Bonet et al. 2013, Bonet et al. 2012, Manolescu et al. 2010). La vitamine A est 
active dans plusieurs tissus tels que : le tissu intestinal, les tissus adipeux blanc (WAT) et brun 
(BAT), les muscles, le cœur et le foie. Plusieurs mécanismes moléculaires ont été proposés pour 
expliquer ses impacts spécifiques dans ces tissus, ainsi que les liens entre le métabolisme des 
rétinoïdes, l’obésité et le diabète de type 2 (Frey and Vogel 2011). L’acide rétinoïque est aussi 
impliqué dans l’homéostasie du glucose, la dépense énergétique et l’adipogenèse (Berry et al. 
2012b). D’autres études ont démontré que la RBP4 (connue comme transporteur sérique du 
ROL lorsque secrétée par le foie, et également comme adipokine secrétée par le tissu adipeux), 
est impliquée dans l’apparition de la résistance à l’insuline (Yang et al. 2005). Le potentiel 
thérapeutique de l’AR dans l’obésité, la résistance à l’insuline et le diabète de type 2 est 
activement à l’étude. Nous présentons dans cette thèse une déscription de ce que nous avons 
trouvé dans ce domaine, contribution publiée et reconnue, depuis 2009, parmi les pionniers dans 





1.2. METABOLISME GENERAL DE LA VITAMINE A 
1.2.1. Sources, apports, besoins et références pour la vitamine A  
Il est estimé que les herbivores comblent leurs besoins en vitamine A à partir d’une riche 
panoplie de caroténoïdes (α-carotène, ß-carotène, cryptoxanthine, zéaxanthine, lutéine, 
lycopène). Les caroténoïdes sont des pigments naturels, et les fruits et légumes colorés en 
contiennent beaucoup. Pour leur part, les carnivores comblent leurs besoins en vitamine A, à 
partir de la viande de leurs proies qui contient des rétinyl esters (RE-vitamine A préformée), un 
peu de ROL et de RAL et très peu d’AR (Figure 1) (Fraser and Bramley 2004, O'Byrne S. M. 
and Blaner 2013). Autant les RE que les divers caroténoïdes sont des précurseurs de ROL 


















Pour comparer l’activité biologique de rétinoïdes sous diverses formes de la vitamine A, une 
unité de base (soit le rétinol-équivalent) a été établie par convention internationale. Il s’agit de 
l’unité internationale (UI) de vitamine A, qui correspond à 0,3 µg de rétinol. Dans le même but, 
on utilise également la notion d’Équivalent d’Activité de Rétinol (RAE) qui représente, selon 
les sources alimentaires: 1µg de vitamine A préformée (RE), 12µg de β-carotène ou encore 24µg 
Figure 1. Structures chimiques des principaux rétinoïdes 
(O’Byrne S.M. et al. 2013, disponible en libre accès, citation en original sans 
préjudices aux droits d’auteurs, en conformité avec la FESP-Université de 





d’autres caroténoïdes provitamines A (Trumbo et al. 2001). Les apports nutritionnels de 
référence (ANREF) pour la vitamine A tiennent compte des pertes (0,5%/jour), de la demi-vie 
moyenne (141 jours) et des réserves minimales dans le foie (20µg/g foie) pour faire face aux 
besoins accrus (Institute of Medecine IOM 2001, USA).  Les besoins moyens estimés (BME) 
sont de 625µg/jour pour les hommes et 500 µg/jour pour les femmes. Il existe également un 
Apport Nutritionnel Recommandé (ANR) de 900 µg/jour pour les hommes et 700 µg/jour pour 
les femmes. L’Apport Maximum Tolérable (AMT) est quant à lui, d’environ 3000 µg/jour de 
vitamine A préformée (Santé Canada 2012). Pour répondre à ces besoins, et tenant compte de 
l’importance de la vitamine A pour la santé publique, il est d’usage, dans les pays industrialisés, 
de procéder à l’enrichissement industriel en vitamine A de produits alimentaires (lait, produits 
laitiers et dérivés). Dans l’ensemble, 40-70% des apports alimentaires en vitamine A 
proviennent de la vitamine A préformée (RE ; ROL) et approximativement 30% viennent de 
divers caroténoïdes (Harrison 2005). Il existe également des recommandations d’apport en 
vitamine A par jour selon l’âge, soit : enfants : ≤ 1an/400-500µg, 1-3 ans/300µg, 4-8ans/400µg, 
9-13ans/ 600µg ; adolescents et adultes: homme ≥ 14 ans/900 µg, femme ≥10 ans/700 µg (Santé 
Canada 2012). Chez les sujets en santé, la rétinolémie normale augmente légèrement durant 
l’enfance et l’adolescence, se stabilisant à l’âge adulte (1-6 ans : 0.70 à 1.50 mmol/l ; 7-12 ans 
0.90 à 1.70 mmol/l ; 13-19 ans 0.90 à 2.50 mmol/l ; adultes 1.05 à 2.80 mmol/l), (OMS, Santé 
Canada 2012).  
1.2.2 Carences, prévention et toxicologie 
            Les carences en vitamine A affectent grandement la vision et la santé en général, 
représentant une cause majeure de handicaps et de mortalité. On parle de carence lorsque la 
rétinolémie descend en bas de 0,35 µmol/l, ce qui indique l’épuisement des réserves hépatiques 
(OMS 2011, 2012). Les groupes les plus à risque sont : les femmes enceintes et/ou allaitantes, 
les prématurés, les nourrissons, les enfants, les adolescents, les alcooliques, les malades 
chroniques - surtout sur axe digestif - et les populations faisant face à des malnutritions diverses. 
Le taux de ROL plus bas chez les prématurés semble tributaire d’un défaut de maturation dans 
la synthèse de son transporteur hépatique. Malgré les efforts pour contrecarrer ces carences, les 
désordres reliés aux déficits de la vitamine A (VADD, vitamin A deficiency disturbance) restent 




Santé (OMS-2009; 2011; 2012), de l’UNICEF-2007; 2012 et de COCHRANE-2011, 140 
millions d’enfants d’âge préscolaire et plus de 7 millions de femmes enceintes sont affectés 
annuellement par divers VADD. Près de 4,5 millions d’enfants et 6 millions de femmes souffrent 
de xérophtalmie (OMS 2013-Vision 2020 Program). On dénombre également près de 3 millions 
de décès d'enfants reliés aux VADD, chaque année (UNICEF, OMS 2012). De plus, 250 
millions d’enfants de moins de 6 ans souffriraient de déficiences sous-cliniques de vitamine A 
(VAD, vitamin A deficiency), dont l’immense majorité dans les pays pauvres de l’Asie et en 
Afrique subsaharienne (UNICEF 2012, OMS 2012). Selon ces organisations, les VAD 
commencent lorsque les réserves de vitamine A dans le foie descendent en bas de 20 µg/g, même 
si momentanément la concentration normale (~2 µmol/L) de ROL dans le sang n’est pas affectée 
(OMS 2001). Si la baisse continue, le taux de ROL circulant descend à satisfaisant (0,70-1,75 
µmol/L), ensuite à des concentrations sériques marginales-faibles (10-20 µg/100 ml, 0,35-0,70 
µmol/l) pour devenir insuffisant (< 10 µg/100 ml, < 0,35 µmol/l) avec carence et épuisement 
hépatiques (OMS 2011). Diverses perturbations physiologiques suivent (anémie, baisse du 
système immunitaire) et des signes cliniques affectant d’abord la vue, comme la xérophtalmie 
(Gilbert C., International Center for Eye Health 2013). Les difficultés d’adaptation à la 
lumière crépusculaire et de vision nocturne sont parmi les premiers signes de carence clinique 
de la vitamine A, car le cycle visuel chez les vertébrés dépend de cette vitamine (Baehr et al, 
2003). Les carences sévères de vitamine A mènent à des dégénérescences spécifiques (taches 
de Bitot), à la xérophtalmie avec des kératinisations et ulcères de la conjonctive et de la cornée, 
et ensuite à l’aveuglement (Blomhoff and Blomhoff 2006). Les carences d’apport et les 
dysfonctions du métabolisme de la vitamine A affectent aussi la santé épithéliale, 
l’embryogenèse et la croissance, l’immunité et le métabolisme en général avec l’augmentation 
de la prévalence des maladies infectieuses, des cancers, de l’obésité, du diabète et de plusieurs 
autres maladies chroniques (Blomhoff and Blomhoff 2006). Nous avons développé ces sujets 
physiologiques et cliniques plus loin, avec accent sur la RBP4 et le ROL dans l’obésité et le 
diabète, dans les chapitres 2 et 3.     
               Depuis 1997, pour corriger les carences et prévenir les VADD, l’OMS et divers pays 
occidentaux dont le Canada, en collaboration avec des pays affectés en Asie et en Afrique, ont 
lancé diverses politiques d’enrichissement des aliments en vitamine A et des campagnes de 




en gélules et ampoules, seuls ou en préparations mixtes de vitamines. Les industries alimentaires 
fortifient également plusieurs de leurs produits (laitiers, margarine, jus, salades) avec de la 
vitamine A ou avec des caroténoïdes. Dans les pays en développement concernés par les 
carences chroniques, l’OMS recommande une supplémentation de 100.000,00 UI chez les 
nourrissons entre 6-11 mois et de 200.000,00 UI pour les enfants au-delà de 12 mois. Appliquée 
à des intervalles de 3-6 mois, par exemple lors des moments de vaccinations, cette 
supplémentation a réduit la mortalité générale de 23 % à 30% dans ces groupes d’âge (OMS 
2012). La xérophtalmie est également traitée avec succès par de fortes doses de vitamine A 
(50.000,00 à 200.000,00 UI) selon l’âge. Des supplémentations uniques (200.000,00 UI) post-
accouchement chez la mère se sont également avérées bénéfiques, ayant augmenté la vitamine 
A disponible pour le nourrisson dans le lait. Cette méthode ne s’applique pas en cas de grossesse 
coexistente chez la mère allaitante, à cause des risques de toxicité et de malformations chez le 
fœtus advenant un surdosage de vitamine A.  
             Ce qui nous amène à parler de la sécurité de la vitamine A, les trop fortes doses étant 
notoirement toxiques. On parle d’une hypervitaminose A toxique lorsque la rétinolémie dépasse 
4,5 mmol/l. Des effets nocifs apparaissent quand la capacité du foie à emmagasiner les RE est 
dépassée. Parmi eux : vomissements, douleurs et calcifications articulaires, migraines, 
desquamation de la peau, hémorragies, anorexie, entérites, augmentation du temps de 
coagulation, déminéralisation osseuse, ostéoporose, stéatoses avec insuffisance hépatique et 
malformations du fœtus. Plusieurs études chez des animaux ont démontré les effets de la toxicité 
des hypervitaminoses A (Lucke et al, 1968, Goldman 1992, Goldston and Hoskins, 1995, 
Freytag et al.2003). Ces hypervitaminoses peuvent survenir suite à des très grandes doses de 
vitamine A en prise unique ou suite à des accumulations sur une trop longue période de 
supplémentations non justifiées par des carences. Chez l’humain, rappelons le cas 
anécdotique d’intoxication aiguë d’un explorateur de l’Arctique qui a mangé du foie d’ours 
polaire (très riche en esters de ROL). Mais des accidents peuvent se produire même avec des 
suppléments en vente libre s’ils sont mal utilisés. Des recommandations sécuritaires pour 
l'utilisation humaine de la vitamine A selon les groupes d’âge ont donc été élaborées. Selon 
IOM 2001, durant la grossesse il ne faudrait pas dépasser une dose de 9300 UI/jour. Les autres 
recommandations sécuritaires d’apports maximaux tolérables (AMT) par jour et par groupes 




ans ; 5667 UI / 1700µg de 9 à 13 ans ; 9333 UI / 2800µg de 14 à 18 ans et 10000 UI / 3000µg 
pour les 19 ans et plus. Ils sont en usage au Canada (Santé Canada 2012).  
1.2.3. Absorption des rétinoïdes 
              La vitamine A est une vitamine liposoluble. Ainsi un métabolisme perturbé des lipides 
va diminuer l’absorption des rétinoïdes. Dans l’intestin grêle, les RE qui proviennent de la 
nourriture animale, sont d’abord émulsifiés par des sécrétions biliaires et ensuite hydrolysés 
(D'Ambrosio et al. 2011, Wongsiriroj et al. 2008). Une première hydrolyse a lieu dans l’intestin, 
sous l’influence de l’enzyme triglycéride-lipase pancréatique (PTL), et une autre hydrolyse 
catalysée par la rétinyl-ester hydrolase (REH) sur la membrane des cellules intestinales de la 
bordure en brosse (Figure 2). Dans les deux cas il en résulte du ROL qui va être intériorisé dans 
les entérocytes (D'Ambrosio et al. 2011, Wongsiriroj et al. 2008). A l’intérieur des entérocytes 
(Figure 2), le ROL est pris en charge par la protéine de transport cellulaire de rétinol 2 (CRBP2), 
une protéine qui protège le ROL et le présente à l’enzyme  lécithine: rétinol acyl-transférase 
(LRAT) pour une ré-estérification intracellulaire (D'Ambrosio et al. 2011,  O'Byrne SM et al. 
2005). Lorsqu’il y a de grandes quantités de ROL dans les entérocytes, une deuxième enzyme 
peut subvenir aux besoins d’estérification; il s’agit de l’acyl-CoA : rétinol acyl-transférase 
(ARAT) qui peut contribuer à  la ré-estérification intracellulaire du ROL (O'Byrne S. M. and 
Blaner 2013). Une troisième enzyme, qui s’apparente à l’ARAT de par son mode d’action, la 
diacyl-glycérol acyl-transférase de type I (DGAT-I) (Figure 2) peut également être mobilisée 
pour compléter les besoins d’estérification de ROL intra-entérocytes (D'Ambrosio et al. 2011). 
Les RE ainsi obtenus, conjointement avec des triglycérides (TG), du cholestérol (Ch) et des 
apolipoprotéine B (apoB) sont englobés et intégrés aux chylomicrons (Figure 2) sous l’influence 
de la protéine de transfert microsomal de triglycéride (MTP) (D'Ambrosio et al. 2011). Les 
chylomicrons ainsi pourvus de rétinyl esters sont transférés hors des entérocytes, dans le réseau 
lymphatique (Figure 2) et poursuivent leur chemin dans le sang qui les apporte au foie 
(D'Ambrosio et al. 2011). Approximativement les deux tiers du ROL absorbé et ré-estérifié, sont 
ainsi distribués à partir des entérocytes par la lymphe (Hollander 1981). Environs le tiers du 
ROL absorbé par les entérocytes, restera non estérifié et non englobé en chylomicrons, et sera 



















Les caroténoïdes sont absorbés dans les entérocytes via un récepteur membranaire de 
caroténoïdes (SR-BI) (Figure 2) ou encore par diffusion simple (D'Ambrosio et al. 2011). Les 
caroténoïdes ne sont pas détruits par la chaleur lors de diverses préparations alimentaires et leur 
absorption est encore meilleure. A l’intérieur des entérocytes, les caroténoïdes seront oxydés, et 
clivés. Ainsi le β-carotène, peut donner naissance à deux molécules de RAL alors que d’autres 
caroténoïdes à une seule (Blomhoff and Blomhoff 2006). Le clivage symétrique du β-carotène 
s’effectue sous l’influence de l’enzyme β-carotène oxygénase 1 (BCMO1)  (Figures 2 et 3) et 
engendre deux molécules de RAL. Le clivage asymétrique du β-carotène, s’effectue sous 
l’influence de l’enzyme β-carotène oxygénase 2 (BCMO2) (Figure 3) et fournit deux molécules 
de β-apocaroténoïdes, de longueurs différentes (D'Ambrosio et al. 2011). La plus longue de ces 
molécules sera transformée en RAL et la plus courte en acide rétinoïque (AR) par des enzymes 
spécifiques (Wang XD and Krinsky 1997, Ziouzenkova O et al. 2007c).  
 
 
Figure 2. Digestion et absorption intestinale de la vitamine A 
 (D’Ambrosio et al. 2011, disponible en libre accès, citation en original sans préjudices aux droits 















1.2.4. Le foie, principal réservoir de vitamine A de l'organisme 
 Les RE synthétisés par les entérocytes sont inclus dans des chylomicrons et libérés dans 
le système lymphatique pour être ensuite livrés dans la circulation sanguine (Li Y. et al. 2014). 
Après avoir accompli leurs diverses fonctions envers les tissus cibles, les restants de 
chylomicrons de la circulation seront captés (ensemble avec leurs RE) en proportion 
approximative de 75% par le foie, principal site de stockage de la vitamine A (Shmarakov et al. 
2013). Environ 25% des restants de chylomicrons sont captés par des tissus extra-hépatiques 
(O'Byrne S. M. and Blaner 2013). Il existe également une absorption directe de ROL intestinal 
par le foie via la voie portale (Blomhoff and Blomhoff 2006). Les hépatocytes intègrent ainsi la 
vitamine A fournie par l’alimentation et la transfèrent ensuite dans les cellules hépatiques 
étoilées («Ito»), dépositaires de la vitamine A sous  forme de rétinyl esters (Blaner WS et al. 
2009, De Luca L. M. 1991). Il y a un  «dialogue» constant entre les hépatocytes régulières et les 
cellules hépatiques étoilées ce qui fait que les RE accumulés peuvent être ré-hydrolysés en ROL, 
ou le ROL ré-estérifié (majoritairement en palmitate de ROL) selon les demandes internes et 
Figure 3. Clivage central et excentrique du β-carotène 
  (D’Ambrosio et al. 2011, disponible en libre accès, citation en original sans préjudices aux droits d’auteurs; 




externes en vitamine A (O'Byrne S. M. and Blaner 2013). En fait il s’agit d’un cycle permanent 
et dynamique entre les divers mécanismes de stockage et mobilisation des RE et du ROL 
hépatiques, selon les besoins (Shirakami et al. 2012). À la différence des cellules étoilées, 
vouées au stockage de RE, les hépatocytes régulières ont des besoins en AR et donc sont 
capables d’oxyder du ROL vers le RAL et ensuite en AR. Autant à partir des cellules étoilées 
qu’à partir des hépatocytes, du ROL peut être mobilisé après l’hydrolyse de RE et être libéré, 
lié à sa protéine de transport spécifique la RBP4 et à la transthyrétine (TTR), dans le sang, pour 
être transporté aux tissus cibles (Figure 4)  (D'Ambrosio et al. 2011). En conditions de santé, 
même s’il y a un appauvrissement  de vitamine A dans la diète, les cellules hépatiques étoilées 
peuvent fournir, pendant des semaines, des RE pour maintenir une concentration homéostatique 
















Figure 4: Métabolisme général de la vitamine A ; de l’absorption, aux tissus cibles.  
 
 
(Green et Balmer 2005; libre accès, citation en original et adaptations Manolescu DC 2016 sans préjudices 






1.2.5. Circulation sanguine de la vitamine A    
 
La protéine RBP4 (appelée aussi RBP), est le transporteur sanguin de ROL; elle est 
synthétisée par les hépatocytes et possède un poids moléculaire d’environ 21kDa (Napoli JL, 
2016). Elle possède dans sa structure, une « poche » spécifique pour accueillir le ROL. Cette 
structure d’accueil et liaison de ROL est hydrophobe et peut solubiliser le ROL pour le 
transporter aux tissus cibles (Blomhoff and Blomhoff 2006). Quand le ROL se trouve lié à la 
RBP4, le complexe s’appelle holo-RBP4 alors que la RBP4 sans ROL s’appelle apo-RBP4. Lors 
de sa libération du foie dans la circulation, la holo-RBP4 (ROL-RBP4) est associée à la 
transthyrétine (TTR) (D'Ambrosio et al. 2011). Ensuite le ROL est englobé dans les cellules de 
destination via le récepteur STRA6 (Li Y. et al. 2014) et l’apo-RBP4 détachée de la TTR sera 
décarboxylée et éliminée par le rein. Il existe également une circulation extra-hépatique de 
restants de chylomicrons et autres lipoprotéines (LDL, VLDL) qui apportent des RE et des 
caroténoïdes aux tissus périphériques (D'Ambrosio et al. 2011, Paik et al. 2004). Cet 
approvisionnement est complémentaire avec la voie hépatique d’approvisionnement en vitamine 
A, pour les tissus cibles qui possèdent les enzymes nécessaires pour hydrolyser les RE, cliver 
les caroténoïdes et oxyder le ROL en RAL et ensuite en AR (Moise et al. 2007).  Ainsi, à part 
le ROL venant du foie, nous rencontrons plusieurs rétinoïdes en circulation (Figure 5) (O'Byrne 
S. M. and Blaner 2013) tels que: a) Acide rétinoïque lié à l’albumine (environ 1-3 nM); b) RE 
liés aux chylomicrons, à des restants de chylomicrons, aux LDL et aux VLDL (environ 100-200 
nM); c) Glucuronidés (rétinoyl-b et rétinyl-b), environ 1-11 nM; d) divers caroténoïdes (environ 
0,2-1,2 µM )  (Li Y. et al. 2014). Ces rétinoïdes seront ensuite captés et intégrés par les cellules 

































1.3. PROTEINES DE TRANSPORT DES RETINOIDES  
  
1.3.1. Introduction  
Il existe une panoplie de protéines spécifiques pour le transport des rétinoïdes dans le 
sang mais aussi dans les cellules. Il est connu que la RBP4 (RBP) hépatique est la protéine de 
transport du ROL dans le sérum, jusqu’aux cellules cibles (Li Y. et al. 2014, Napoli JL.1996a, 
2012, 2016). A l’intérieur des cellules (Figure 6), le ROL, le RAL et l’AR sont pris en charge 
par des protéines spécifiques (transporteurs cellulaires) qui les stabilisent, les protègent d’une 
dégradation hâtive et les présentent aux enzymes appropriées (chaperonnage), pour remplir leurs 
rôles métaboliques. Les principales protéines cellulaires de transport de rétinoïdes (Figure 6) 
pour le ROL et le RAL sont les CRBP-1, CRBP-2, CRBP-3 (certains auteurs citent l’équivalent 
I, II, III), le CRALBP pour le rétinal en fonction visuelle et CRABP-1 et CRABP-2 pour l’acide 
Figure 5 : Plusieurs formes de vitamine A sont présentes dans le sérum 
(Li Y. and Blaner WS et al. 2014, disponible en libre accès, citation en original sans préjudices aux droits d’auteurs; 




rétinoïque (Gottesman ME et al. 2001a, O'Byrne S.M. and Blaner 2013). Ces protéines sont très 
bien conservées dans la phylogénie évolutive et possèdent une affinité forte pour de petites 
molécules liposolubles et hydrophobes telles que les rétinoïdes (Ong 1994, Ong et al. 2000). 
Les principaux ligands, pour ces transporteurs cellulaires de rétinoïdes sont illustrés dans le 
Tableau 1. La CRBP-1 est très abondamment exprimée dans le foie et le tissu adipeux, dans une 
moindre mesure dans d’autres tissus et n’est pas exprimée dans les muscles et le cœur. La 
CRBP-2 est exprimée uniquement dans la paroi du petit intestin (D'Ambrosio et al. 2011). La 
CRBP-3 est exprimée dans le gras, les muscles et le cœur et abondamment dans les glandes 
mammaires afin de faciliter le transfert de rétinoïdes dans le lait (D'Ambrosio et al. 2011, 
Piantedosi et al. 2005). La CRALBP  lie spécifiquement le 11-cis-RAL, le 9-cis-RAL, dans une 
moindre mesure le 11-cis-ROL, et est exprimée uniquement dans les organes associés 
directement ou indirectement à une  photosensibilité (rétine, cornée, nerf optique, glande 
pinéale, cerveau), (D'Ambrosio et al. 2011). Pour les protéines de transport cellulaire d’AR, la 
CRABP-1 est bien exprimée dans la plupart des tissus avec une plus forte expression dans le 
cerveau, la peau et les testicules, alors que la CRABP-2 est exprimée fortement  dans les organes 
reproducteurs, le fœtus, les reins, la peau et divers épithéliums (D'Ambrosio et al. 2011). Le 
ratio molaire entre ces transporteurs cellulaires et les rétinoïdes qu’ils lient penche en faveur des 
transporteurs, donc la chance d’avoir des rétinoïdes non liés à l’intérieur de la cellule est minime. 
Ceci protège également les membranes cellulaires contre des rétinoïdes libres qui peuvent 

























1.3.2. RBP4/RBP, protéine de transport sérique du rétinol et son récepteur STRA6   
En 1968, Goodman et al. ont découvert l’existence d’une protéine de transport de la 
vitamine  A dans le sang , d’environs 21kDa qu’ils ont nommée  « retinol-binding protein » - 
RBP (Kanai et al. 1968). Plus tard, en 2005, la même molécule a été renommée RBP4 (Yang et 
al. 2005). Depuis sa découverte, la RBP4 fut caractérisée et étudiée intensivement pour sa 
structure moléculaire, sa synthèse et son rôle de transporteur de ROL (Blaner W. S. 1989, 
Goodman D. S. 1974, 1982, Peterson and Rask 1971). Le foie est le principal lieu de production 
de la RBP4, et le ROL sera mobilisé à partir des réserves du foie pour être libéré dans la 
circulation lié de façon équimolaire 1:1 avec la RBP4 (Napoli JL 2016, Napoli JL 1996a). La 
RBP4 n’est pas nécessaire au transport intra-hépatique du ROL. Une déficience de la RBP4 
n’est pas létale pour les embryons de souris. Néanmoins, elle affecte grandement la vision de 
ces animaux (Frey and Vogel 2011, Vogel et al. 2001). Même si le foie est le site majeur de 
synthèse et de sécrétion de RBP4, d’autres organes et tissus, principalement le tissu adipeux, 





CRALBP  in 
the eye 
Figure 6.  Ligands des protéines cellulaires de transport des rétinoïdes. 
(O’Byrne SM et al. 2013, disponible en libre accès, citation en original et adaptations Manolescu DC 2010, 2016  sans 





synthétisent et libèrent en circulation approximativement 20%  de la RBP4  totale circulante 
(Tsutsumi et al. 1992). Dans des conditions physiologiques, le taux d’holo-RBP4 circulante 
(ROL-RBP4) reste constant et change principalement en réponse à des apports  externes 
supplémentaires de vitamine A ou dans certaines maladies (Blaner W. S. 1989). La holo-RBP4 
circulante livre du ROL à tous les tissus qui en ont besoin dans l’organisme. L’existence des 
récepteurs membranaires (STRA6) (Figure 7) qui facilitent l’absorption cellulaire du ROL 
venant de la holo-RBP4 a été démontrée (Blaner WS 2007, Kawaguchi et al. 2007, Li Y. et al. 
2014). La RBP4 libre restante (apo-RBP4) sera décarboxylée et éliminée dans l’urine. La RBP4 
est le seul transporteur spécifique de ROL dans le sérum, connu à l’heure actuelle. Elle a une 
structure polypeptidique avec une «poche»  pour englober le ROL et le transporter ensuite aux 
tissus (Blomhoff and Blomhoff 2006). Lors de sa libération du foie dans le sang,  la holo-RBP4 
(ROL-RBP4) est immédiatement associée à la transthyrétine (TTR) (D'Ambrosio et al. 2011). 
Cette protéine d’environ 55kDa augmente le poids moléculaire du nouveau complexe ROL-
RBP4-TTR à environs 75kDa, évitant ainsi une filtration et une élimination hâtives du ROL-
RBP4 dans l’urine (Napoli JL 1996a). Le rôle du TTR d’empêcher la filtration glomérulaire 
hâtive de la RBP4 a été confirmé lorsque de la RBP4 injectée dans des souris TTR-KO s’est 
rapidement retrouvée dans l’urine (D'Ambrosio et al. 2011, Wei et al. 1995). Le rôle de la RBP4 
dans le transport  sanguin spécifique du ROL a été confirmé par plusieurs recherches, qui ont 
démontré que les souris RBP-KO ont une concentration sérique basse de ROL, alors que les 
réserves de vitamine A dans le foie sont élevées (Quadro L et al. 2003). Pour une diète qui est 
riche en rétinoïdes il n’y aura pas de phénotypes de carence, même en absence de RBP4, car des 
mécanismes complémentaires (chylomicrons résiduels, LDL, VLDL) transporteront les 
rétinoïdes (O'Byrne S. M. and Blaner 2013, Paik et al. 2004). Ainsi, selon les études réalisées 
chez la souris et l’humain (Seeliger et al. 1999), il semble que la RBP devient essentielle pour 
la mobilisation du ROL dans le foie, surtout lorsque la diète est insuffisante en vitamine A (Noy 
2000). Bien qu’il existe des voies complémentaires (chylomicrons résiduels, LDL, VLDL) de 
transport de rétinoïdes (RE, AR) dans le sang (Li Y. et al. 2014),  le complexe ROL-RBP4 
demeure essentiel pour le transport sérique du ROL et pour l’homéostasie de la vitamine A, 





Le récepteur membranaire STRA6 (Figure 7) reconnaît le ROL du tandem ROL-RBP4  
et permet la translocation du ROL dans la cellule (D’Ambrosio et al 2011, Napoli JL. 2012, 
2016). Il facilite ainsi l’entrée dans le cytoplasme du ROL circulant venant du complexe ROL-
RBP4 (Blaner WS 2007, Kawaguchi et al. 2007). Il peut également fonctionner de façon  
bidirectionnelle, libérant de petites quantités de ROL dans la circulation (Berry et al. 2012c, 
Isken et al. 2008). Les concentrations de la protéine STRA6 augmentent du stage de pré-
adipocytes vers les adipocytes adultes, et sont soumises à plusieurs régulations, dont une post-
traductionnelle (Muenzner et al. 2013, Wu J. et al. 2014, Zemany et al. 2014). D’autres études 
démontrent des signalisations via STRA6 dans les tissus adipeux (notamment en relation avec 
ROL, RBP4, LRAT et RAR), qui influencent le métabolisme des lipides et la réponse à 
l’insuline, tout en contrôlant l’adipogenèse via le métabolisme des rétinoïdes (Berry et al. 2011, 
Isken et al. 2008). Selon d’autres auteurs, il pourrait également y avoir ( à plus petite échelle) 
une diffusion directe du ROL provenant des RE des chylomicrons, diffusion facilitée par 
l’enzyme LPL (lipoprotéines lipase) (D'Ambrosio et al.2011,Gottesman ME et al. 2001a). En 
dehors du captage de ROL, le STRA6 joue un rôle important de signalisation dans les cellules 
et son absence provoque de graves malformations chez l’humain (Sun and Kawaguchi 2011). 
Selon des études récentes, la RBP4 et le STRA6 auraient également un rôle important dans la 
sensibilité cellulaire à l’insuline, et pourraient avoir des implications de signalisation plus 
complexes dans l’obésité et le diabète de type 2 (Berry and Noy 2012, Berry et al. 2012c). 
Toujours dans l’obésité et le diabète de type 2, certaines études ont démontré que la RBP4 peut 
être synthétisée non seulement par le foie mais aussi comme adipokine par le tissu adipeux. Il  
n’a pas été démontré que l’adipokine RBP4 pourrait sortir du ROL des adipocytes, mais il a été 
démontré qu’elle est impliquée dans la résistance à l’insuline, l’obésité et diabète de type 2 
(Yang et al. 2005). Plusieurs études ont observé des liens potentiels entre le métabolisme des 
rétinoïdes, l’obésité et le diabète de type 2 (Graham TE et al. 2006b, Manolescu et al. 2010, 

















1.3.3. CRBP 1, 2 et 3, protéines de transport intracellulaire de rétinoïdes   
À l’intérieur des cellules, les rétinoïdes (ex. ROL, RAL, AR) sont captés par des protéines 
de transport intracellulaire de rétinoïdes (Napoli JL,1991,2000,2016) , qui les solubilisent, 
optimisent leur présentation aux enzymes cytosoliques spécifiques, les protègent d’oxydations 
inappropriées et améliorent leur efficacité métabolique (Gottesman ME et al. 2001a, O'Byrne S. 
M. and Blaner 2013). Les transporteurs cellulaires de rétinoïdes qui manifestent de l’affinité 
pour le ROL, le RAL et leurs isomères métaboliques, sont les CRBP-1 (« cellular retinoid 
binding proteins 1 »), CRBP-2 et CRBP-3 (Napoli JL, 1991, 2012, 2016). Il existe aussi une 
protéine spécifique pour le RAL, présente uniquement dans les organes impliqués dans la 
fonction visuelle, la CRALBP (D'Ambrosio et al. 2011). Ces transporteurs cellulaires de 
rétinoïdes ont une grande affinité pour des petites molécules hydrophobiques tels que les 
rétinoïdes (Ong 1994, Ong et al. 2000). Ils sont bien conservés dans l’évolution et partagent 
beaucoup de similarités de structure. Cependant ils se différencient également par plusieurs de 
leurs caractéristiques et l’expression préférentielle dans différents tissus (D'Ambrosio et al. 
2011, Noa Noy 2000). La CRBP-1 est une molécule avec un poids moléculaire d’environ 14 
kDa, bien exprimée dans les reins, testicules, yeux et poumons avec toutefois une dominance 
dans les cellules étoilées Ito du foie (Blaner WS et al. 2009, D’Ambrosio et al.2011). Elle est 
Figure 7. Absorption de ROL du tandem ROL-RBP4 via le récepteur membranaire STRA6 
(D’Ambrosio DN et al.2011, disponible en libre accès, citation en original sans préjudices aux droits d’auteurs, respecte 





également présente dans les tissus adipeux où elle est impliquée dans le contrôle de la 
différenciation des pré-adipocytes (Frey and Vogel 2011). Un manque de CRBP-1 mène à une 
augmentation de la différenciation cellulaire des pré-adipocytes et de l’activité de PPARγ  
(Zizola et al. 2010). La CRBP-2 est une molécule d’un poids moléculaire de 16kDa qui est 
exprimée uniquement dans les cellules de la bordure en brosse de l’intestin grêle (D'Ambrosio 
et al. 2011, Noa Noy 2000). La CRBP-1 a plus de spécificité pour le ROL que la CRBP-2, alors 
que les deux molécules manifestent le même potentiel pour le RAL (Noy 2000). La CRBP-1 
stabilise et solubilise le ROL et le RAL qu’elle prend en charge, et optimise la transformation 
enzymatique du ROL en RAL par les RDH et du RAL en AR par les RALDH (Figure 6) 
(Blomhoff and Blomhoff 2006, O'Byrne S. M. and Blaner 2013). Elle optimise aussi l’hydrolyse 
des ER en ROL et l’estérification inverse au besoin, par l’enzyme LRAT (lécithine-rétinol acyl-
transférase), (Napoli J. L. 2012, O'Byrne SM et al. 2005). Très bien exprimées dans le foie, 
particulièrement dans les cellules étoilées Ito, les protéines CRBP-1 et LRAT sont très 
importantes pour la formation et la mise en réserve de RE (Blaner WS et al. 2009, Napoli J. L. 
2012, 2016). Alors qu’une diminution des  RE dans le foie est logique pour des animaux LRAT-
KO, il a été observé que des souris CRBP-1/KO se retrouvent aussi avec moins de RE dans les 
cellules étoilées Ito (Ghyselinck et al. 1999). Ceci peut défavoriser ces animaux lors d’une diète 
pauvre en rétinoïdes, car une réserve appropriée de RE dans le foie est nécessaire pour maintenir 
l’homéostasie de la vitamine A sanguine en tout temps (Blomhoff and Blomhoff 2006). Il a été 
constaté que l’administration d’AR augmente l’expression de la CRBP-1 (Blaner WS et al. 
1986).   
     La CRBP-2 est exprimée spécifiquement dans les cellules de la bordure en brosse de 
l’intestin grêle (D'Ambrosio et al. 2011, Noa Noy 2000) où elle prend en charge le ROL et/ou 
les RE arrivés par  la nourriture d’origine animale, ou encore le RAL venant des caroténoïdes 
clivés d’origine végétale (O'Byrne S. M. and Blaner 2013). Elle est une protéine importante 
dans l’intestin, car elle représente 1% de la totalité des protéines des entérocytes du petit intestin 
(Li E and Norris 1996, Ong 1994). La CRBP-2 joue un rôle important dans la ré-estérification 
du ROL et du RAL dans les cellules intestinales de la bordure en brosse, puisqu’elle présente le 
ROL à l’enzyme d’estérification LRAT (Blomhoff and Blomhoff 2006, Harrison 2005). Le 
RAL doit subir au préalable une réduction en ROL, et durant cette réaction le RAL est couplé à 




du ROL et du RAL contre l’ oxydation  hasardeuse  et non-métabolique (ex. stress oxydatif), 
mais également la protection des membranes cellulaires contre des rétinoïdes de transfert libres 
dans le cytoplasme (Harrison 2005). La CRBP-2 est importante pour l’absorption des rétinoïdes 
dans l’intestin grêle, comme démontré chez des rongeurs  transgéniques dépourvus de cette 
protéine ( CRBP-2/KO ) et qui ont une absorption de rétinoïdes réduite de 40% (E X Zhang et 
al. 2002). Il y a également une augmentation de l’expression (mRNA) de  la CRBP-2 dans les 
entérocytes de rongeurs soumis à une nourriture pauvre en vitamine A, probablement pour 
optimiser au maximum la captation des rétinoïdes disponibles (Rajan et al. 1991). Lorsque des 
quantités abondantes de vitamine A sont consommées, l’ARAT, une enzyme complémentaire 
du LRAT, contribue à l’estérification du ROL dans les entérocytes (Ong 1994). Contrairement 
à la CRBP-1, l’expression de la CRBP-2 est diminuée avec un traitement à l’AR (Blaner WS et 
al. 1986).    
       La CRBP-3 est exprimée abondamment dans les glandes mammaires (D'Ambrosio et 
al. 2011) où, avec le LRAT, elle facilite le transfert des RE dans le lait (Blomhoff and Blomhoff 
2006, Piantedosi et al. 2005). Elle est également exprimée dans le cœur, les muscles et le gras 
où elle complète l’activité de la CRBP-1 en cas d’abondance de rétinoïdes (Piantedosi et al. 
2005). Il a également été observé que la CRBP-3 soutient la différenciation d’adipocytes et que 
sa diminution mène à un développement réduit du tissu adipeux et à une activité moindre du 
PPARγ (Frey and Vogel 2011, Zizola et al. 2008). En bref, les transporteurs cellulaires de 
rétinoïdes CRBP-1, CRBP-2, CRBP-3, solubilisent les rétinoïdes (à l’origine seulement 
liposolubles), les protègent de la dégradation accidentelle (ex.: radicaux libres, stress oxydatif) 
et facilitent l’estérification du ROL par l’enzyme LRAT (Batten et al. 2004) ou encore 
l’oxydation de ROL en RAL ou la réaction inverse de réduction de RAL en ROL selon les 
besoins (Blomhoff and Blomhoff 2006). Le Tableau 1 indique les ligands et les principaux tissus 
exprimant les CRBP-1, CRBP-2 et CRBP-3 ainsi que pour d’autres transporteurs intracellulaires 
des rétinoïdes (D'Ambrosio et al. 2011).  
1.3.4. CRABP 1 et 2, protéines de transport intracellulaire de l'acide rétinoïque  
   Il existe deux protéines cellulaires de transport d’AR : CRABP1et CRABP2 (Napoli JL 
1991,1999, 2016, O'Byrne S. M. and Blaner 2013). Elles ont un poids moléculaire de 14kDa 




protéines de liaison pour des acides gras (O'Byrne S. M. and Blaner 2013). Comme pour les 
CRBP, leurs structures ont été bien préservées au long de l’évolution des vertébrés, ce qui atteste 
de leur importance métabolique (Gorry et al. 1994, Zheng and Ong 1998). La CRABP1 est 
exprimée de façon assez large avec des niveaux plus élevés dans le cerveau, la peau et les 
testicules (D'Ambrosio et al. 2011). La CRABP2 est bien exprimée dans la peau, les glandes 
mammaires, l’utérus, les ovaires, les reins, la prostate, le tissu adipeux et divers épithéliums 
dont l’olfactif (D'Ambrosio et al. 2011). La CRABP2 est plus sensible à l’AR car un traitement 
à l’acide rétinoïque sur des cellules de peau humaine, augmente l’expression de la CRABP2  et 
pas celle de la CRABP1 (Aström et al. 1991). Dans les pré-adipocytes la CRABP2 est impliquée 
dans l’inhibition de leur différenciation cellulaire modulée par l’AR via RAR (Frey and Vogel 
2011). Son inhibition permet l’accélération du processus de différenciation cellulaire des pré-
adipocytes (Berry et al. 2010). Sa stimulation augmente l’expression et l’activité des RARs 
(Dong et al. 1999)  ayant comme conséquence une adipogenèse diminuée lorsque associée avec 
l’activation des dimères RAR/PPARβ/δ (Berry et Noy 2009). Les  CRABP1 et CRABP2, 
permettent le transfert d’AR dans le noyau afin de pouvoir accéder à ses récepteurs nucléaires 
RAR et RXR, la CRABP2 étant prioritaire. En effet lorsqu’accumulée normalement dans le 
cytoplasme, la CRABP2 répond immédiatement à l’apparition de son ligand (AR) pour le 
transférer dans le noyau. De plus, elle guide son ligand (AR) lors de la jonction avec RAR, se 
positionnant elle-même sur le RAR ou RXR («channeling») pour bien diriger le transfert de 
l’AR sur ses récepteurs, ce qui augmente l’efficacité de la réaction (Bastie et al. 2001, Budhu 
and Noy 2002, Delva et al. 1999). Le mécanisme d’action de l’AR sur ses récepteurs nucléaires 
RAR et RXR ressemble à celui des hormones stéroïdiennes (Bashor et al. 1973). Spécifique 
pour la CRABP1 est la possibilité de translocation de cette protéine, et de l’AR venant avec elle, 
dans la mitochondrie, ce qui suggère un rôle de la mitochondrie dans le catabolisme de l’AR 
(Ruff and Ong 2000). Ceci suggère une capacité accrue des cellules ayant une expression élevée 
de CRABP1 à dégrader l’AR (Boylan J. F. and Gudas 1992b), capacité possiblement 
complémentaire à l’oxydation par le cytochrome CYP26A1 (Fiorella and Napoli 1994). L’acide 
rétinoïque, ayant rempli son rôle métabolique sur ses récepteurs nucléaires RAR et RXR, sera 
ensuite pris en charge et dégradé par les cytochromes CYP26A1 et CYP26B1. Également pour 
tout surplus éventuel d’AR. Dans ce processus, les transporteurs CRABP1 et CRABP2 vont 




CYP26A1 et CYP26B1 (Blomhoff and Blomhoff 2006). Dans l’ensemble, les protéines 
CRABP1 et CRABP2, remplissent des tâches importantes telles que : la solubilisation de l’AR, 
la protection de l’AR contre la dégradation oxydative précoce (ex. : radicaux libres, stress 
oxydatif), la translocation de l’AR dans le noyau pour remplir son rôle de ligand nucléaire, 
chaperons de guidance de l’AR vers les récepteurs RAR et RXR jouant ainsi un rôle de 
coactivateurs pour la transcription de plusieurs gènes, ou encore chaperons de guidance pour la 
dégradation contrôlée de l’AR en métabolites polaires.  Le Tableau 1 indique les ligands et les 
principaux tissus exprimant les CRABP1 et CRABP2  et d’autres transporteurs intracellulaires 





Tableau 1.  Fonctions et emplacements des principales protéines de transport des rétinoïdes     
(D’Ambrosio et al. 2011, disponible en libre accès, citation  en original sans préjudices  aux droits d’auteurs, conforme 













1.4. MÉTABOLISME INTRACELLULAIRE DES RÉTINOÏDES  
1.4.1. Vitamine A sous forme d’acide rétinoïque  
1.4.1.1. Introduction à l’acide rétinoïque  
Il est actuellement unanimement accepté que les rétinoïdes sont impliqués dans la 
prolifération, la différenciation et l’apoptose cellulaires, de l’embryon jusqu’à la mort (Napoli 
JL 1996a). L’acide rétinoïque est une forme active de la vitamine A, liposoluble, avec une masse 
moléculaire de 300Da. L’AR est capable de moduler (activer ou réprimer selon les contextes)  
l’expression des gènes du métabolisme de la vitamine A, et de plusieurs autres gènes impliqués 
dans l’embryogenèse, l’intégrité épithéliale, l’immunité, les métabolismes des lipides et des 
glucides ainsi que d’autres axes métaboliques (Blomhoff and Blomhoff 2006).  
La déficience ou l’excès intracellulaire d’acide rétinoïque sont très dommageables. Par 
conséquent les taux cellulaires d’AR sont strictement contrôlés par un équilibre actif entre les 
enzymes de production et celle du catabolisme d’AR (Figure 8) (Napoli J. L. 2012). Le all-trans 
et 9-cis AR exercent leurs effets par liaison à leurs récepteurs nucléaires (RAR et RXR) qui 
forment des dimères entre eux et avec d’autres récepteurs spécifiques (ex. : « thyroïde hormone 
récepteurs » -TR, « vitamine D récepteurs » -VDR,  « peroxysome proliférateur-active 
récepteurs » – PPAR) ou des récepteurs orphelins (sans ligand identifié) (Chambon P 2005). 
Figure 8. Métabolisme intracellulaire de la vitamine A 
 (Manolescu DC 2017,  disponible  en  libre accès, citation en original sans préjudices  aux droits d’auteurs, conforme aux 




Les récepteurs RARs ,, γ sont activés par le all-trans AR et le 9-cis AR, alors que les 
récepteurs RXRs , , γ sont activés seulement par la forme  9-cis AR (Brun et al. 2013, Heyman 
et al. 1992, Napoli JL 1999, Zhang XK et al. 1992). Chaque récepteur est exprimé selon les 
tissus, mais la majorité des cellules expriment les deux, RAR et RXR. Les récepteurs nucléaires 
contrôlent l’activité de plusieurs cascades géniques, par couplage à des séquences d’ADN 
nommées RARE (éléments de réponse à l’acide rétinoïque), sur les promoteurs des gènes 
(Blomhoff and Blomhoff 2006). La caractérisation des promoteurs de plusieurs gènes 
dépendants de l’AR a mené à la description de ces RARE (Chambon P 2005). Les récepteurs 
comme RAR, TR, VDR et PPAR et aussi plusieurs récepteurs orphelins, se couplent à leurs 
éléments de réponse comme hétéro-dimères avec les RXR, ce qui leur permet de les activer, 
même quand leur ligand spécifique est en trop petite quantité pour les activer seul (Mangelsdorf 
1994, Mangelsdorf et al. 1993, Mangelsdorf et al. 1990). Dans les hétéro-dimères RAR-RXR, 
l’activité de transcription est contrôlée par le lien d’all-trans ou 9-cis AR à la portion RAR de 
l’hétéro-dimère (Blomhoff and Blomhoff 2006, Germain et al. 2006a, b). L’acide rétinoïque est 
également un agent immuno-modulateur puissant (Kim CH 2008). Il est utilisé dans le 
traitement de plusieurs cancers (Moise et al. 2007). Il est également de plus en plus reconnu 
pour son potentiel anti-obésité (Berry et al. 2012b, Bonet et al. 2012, Manolescu et al.2010, 
2014). L’acide rétinoïque a des effets non-génomiques aussi, tels que la modulation de l’activité 
de certaines enzymes, la stimulation de certains neurotransmetteurs et la rétinoylation de 
certaines protéines (Blomhoff and Blomhoff 2006, Brun et al. 2013, Pingitore et al. 2009). 
L’acide rétinoïque possède également des propriétés thérapeutiques dermatologiques. Le 13-cis 
AR, troisième isomère de l’AR (Figure 9) ne possède pas d’activité génique et est utilisé en 
dermatologie (Thielitz et al. 2008).   
1.4.1.2. Biosynthèse et isomères de l'acide rétinoïque   
Il existe trois isomères d’acide rétinoïque (Figures 1et 9 ), soit le at-AR, le 9-cis AR et 
le 13-cis AR  (O'Byrne S. M. and Blaner 2013), les deux premiers avec activité génomique et le 
13-cis AR sans activité génomique, mais avec une grande influence sur la peau  (Thielitz et al. 
2008) et d’autres activités biologiques (Blaner WS 2001). Le at-AR est le ligand pour les 
récepteurs RARs et le 9-cis AR peut lier et les RXRs et les RARs (Brun et al. 2013). Deux 




(étape réversible) et ensuite le RAL vers AR (étape irréversible) (Blomhoff and Blomhoff 2006). 
Dans les entérocytes il existe aussi une synthèse directe d’AR, à partir des produits du clivage 
asymétrique du β-carotène (Figures 3 et 8), les β-apo-carotènals et  les acides β-apo-
carotenoïques (Wang XD and Krinsky 1997). L’AR est essentiel pour une multitude de 
processus physiologiques dans l’organisme. Cependant, son action dépend de la qualité de sa 
biosynthèse, car les défauts d’oxydation des rétinoïdes en amont (ROL et RAL) perturbent la 
biogenèse de l’acide rétinoïque (Napoli J.L. 2012). La biosynthèse des trois isomères de l’acide 
rétinoïque est un processus de double oxydation bien contrôlée impliquant la participation de 
protéines de liaison et d’enzymes spécifiques (Napoli J.L. 1999, 2012, 2016). Il est cependant 
possible d’obtenir les isomères 9-cis et 13-cis AR par une isomérisation physico-chimique 
directe de l’acide rétinoïque at-AR et sans passer par une oxydation enzymatique préalable 
(Urbach and Rando 1994). Par contre, certaines études affirment que des oxydations 
enzymatiques préalables sont nécessaires, et de plus sur des axes des substrats isomériques 
homologues (Figure10), soit at-ROL, at-RAL, at-AR, 9-cis ROL, 9-cis RAL, 9-cis AR et 13-
cis ROL, 13-cis RAL et 13-cis AR (Blaner WS 2001, Duester 2000). D’autres études suggèrent 
qu’à partir de RE  il existe une enzyme capable de transformer des at-RE en 9-cis ROL, les 
oxydations subséquentes sur l’axe 9-cis menant ensuite  à 9-cis RAL et 9-cis AR (Lidén and 
Eriksson 2005). Sur la voie inverse (Figure10), il est suggéré qu’une isomérisation du 13-cis 
AR peut produire du at-AR, comme possibilité secondaire (Armstrong et al. 2005). Il est dificile 
d’identifier et quantifier l’isomère 9-cis AR in vivo, soit parce qu’il est produit en très petite 
quantité et vite utilisé, soit parce qu’il est instable, lui aussi pouvant s’isomériser vite en at-AR 
(Figure10). En appui à sa dégradation rapide, certains chercheurs ont démontré une stimulation 
majeure de l’expression du cytochrome Cyp26A1 (qui dégrade les isomères d’AR) après un 

































RAR / RXR  
αβγ / αβγ
Figure 9: Conversions métabolique intracellulaires des rétinoïdes 
(O’Byrne et al 2013, disponible en libre accès, citation en original et adaptations Manolescu DC 2010, 2016  sans préjudices  aux 


















1.4.2. Enzymes impliquées dans la synthèse de l'acide rétinoïque 
1.4.2.1. Oxydation ROL vers RAL. Déshydrogénases MDR/ADH et SDR/RDH 
Plusieurs enzymes sont impliquées dans la double oxydation qui mène du ROL à l’AR. 
Nous rappelons que la première de ces deux oxydations est réversible (ROL vers RAL) alors 
que la deuxième (RAL vers AR) est irréversible (Napoli J. L. 2012). Il existe deux catégories 
d’enzymes impliquées dans la première oxydation du ROL vers RAL, soit 1) les 
déshydrogénases/réductases à chaîne moyenne (MDR) représentées par les alcool 
déshydrogénases (ADH) et 2) les déshydrogénases/réductases courtes (SDR) dont les plus 
représentatives sont les rétinol déshydrogénases (RDH), (Blomhoff and Blomhoff 2006, Napoli 
JL.1999, 2012, 2016, Persson et al. 2009). Les ADH sont connus pour leurs capacités à oxyder 
les alcools en leurs aldéhydes, l’exemple le plus commun étant l’oxydation de l’alcool éthylique 
Figure 10.  Biosynthèse directe et intermédiaire des isomères de l’AR 
(Blaner et al. 2001, disponible en libre accès, citation en original et adaptations Dr. P.V.Bhat, Sima A. 2008 et Manolescu DC 




en acétaldéhyde. Elles peuvent donc oxyder le ROL en son aldéhyde, le RAL (Figure 8) 
(Blomhoff and Blomhoff 2006). Les ADH sont des enzymes localisées dans le cytoplasme, avec 
un poids moléculaire d’environs 40 kDa (Parés et al. 2008). Les ADH sont capables de catalyser  
la réaction d’oxydation du ROL en RAL, mais également la réaction inverse, soit la réduction 
du RAL en ROL (Napoli J. L. 2012). L’oxydation est dépendante du NAD+ (nicotine-amide 
adénine dinucléotide oxydée) alors que la réduction est dépendante du NADH (nicotine-amide 
adénine dinucléotide réduit) (Figure 8). Il existe huit classes d’ADH (1-8) chez les vertébrés et 
chacune présente plusieurs sous-classes et variantes (Blomhoff and Blomhoff 2006). Par 
exemple, chez l’humain la classe ADH1 comprend 3 isoformes : ADH1A, ADH1B et ADH1C. 
Ces enzymes présentent une affinité pour les substrats de type all-trans ROL. Des études chez 
des souris ont démontré que les ADH sont exprimées de manière spécifique dans différents 
tissus (Deltour et al. 1999). La plus efficace pour stimuler l’oxydation du all-trans ROL vers 
all-trans RAL est l’ADH4 (Blomhoff and Blomhoff 2006). Des expériences ont été réalisées 
sur des modèles murins KO pour les enzymes ADH1, ADH3 et ADH4 (Blomhoff and Blomhoff 
2006, Molotkov et al. 2002a, Molotkov et al. 2002b, Molotkov and Duester 2003). Elles ont 
démontré que bien que les trois oxydent le ROL vers RAL, chacune possède des rôles 
spécifiques dans le processus (Parés et al. 2008). Il y a complémentarité d’action entre ces trois 
enzymes, selon l’apport de ROL dérivé de la diète.  Lorsqu’il y a beaucoup de ROL, c’est ADH1 
qui est prépondérante (Duester et al. 2003, Napoli J. L. 2012), cédant la priorité à la ADH3 
quand l’apport de ROL est équilibré ou encore à la ADH4 lorsqu’il y a apport diminué de ROL 
(Blomhoff and Blomhoff 2006, Duester et al. 2003, Parés et al. 2008). Ceci contribue à une 
meilleure homéostasie du ROL.     
Les SDR, dont les rétinols déshydrogénases (RDH), sont des oxydoréductases 
importantes sur plusieurs axes métaboliques et sont bien impliquées dans le métabolisme des 
lipides et dans le processus de la vision (Kavanagh et al. 2008, Napoli J.L. 2012, 2016). Elles 
sont NADP+ dépendantes pour l’oxydation du ROL vers RAL et NADP(H) dépendantes pour 
la réduction du RAL vers ROL (Figure 8). Les SDR sont plurifonctionnelles et capables de 
catalyser l’oxydation de plusieurs substrats (Kavanagh et al. 2008). Les SDR responsables de 
l’oxydation du ROL vers RAL sont les RDH et la réaction est réversible (Duester et al. 2003). 
Elles sont exprimées dans plusieurs tissus sensibles à la vitamine A, souvent ensemble avec la 




le RAL en les présentant aux RDH, ce qui augmente l’efficacité de la réaction (Everts et al. 
2005). Celles-ci sont réparties en plusieurs variantes isoformes (RDH 1 à 14) et (CRAD 1 à 3). 
Les CRAD veulent dire cis-ROL/androgène déshydrogénases. La RDH1 est capable d’oxyder 
le all-trans-ROL et le 9-cis-ROL (Napoli JL, 2012, 2016). La RDH2 est exprimée davantage 
dans le foie et est plus impliquée dans la réduction NADPH dépendante du RAL vers le ROL 
qui sera ensuite estérifié en RE (Kavanagh et al. 2008). Les RDH5, RDH8, RDH10, RDH11 et 
RDH12 sont  impliquées dans l’oxydation du ROL vers le RAL dans le cycle visuel (Napoli J. 
L. 2012). La RDH10 est spécifique pour le at-ROL (Parés et al. 2008). Cette oxydoréductase de 
la famille RDH/SDR est très importante  et conserve 98,6%  d’homologie dans la séquence des 
aminoacides entre la souris et l’humain (Wu B. X. et al. 2002). La RDH10, comme d’autres 
RDH, fonctionne avec des enzymes spécifiques en cosubstrat (NAD et NADP), et oxyde (NAD+ 
vers NADH) le ROL en rétinaldéhyde (RAL) ou réduit (NADPH to NADP+) le RAL en ROL 
(Figure 8). Importante dans la fonction visuelle et l’embryogenèse, elle l’est aussi pour le 
métabolisme énergétique car elle est associée à la membrane mitochondriale et/ou  les  
membranes des vacuoles lipidiques (Jiang and Napoli 2013). Les RDH5, RDH10 et RDH11 
contribuent à produire le 11-cis RAL alors que les RDH8 et RDH12 seront davantage impliquées 
dans la réduction du all-trans RAL (Napoli J. L. 2012). Il existe aussi des SDR sous forme de 
CRAD. Il y a trois CRAD connus (CRAD1, CRAD2 et CRAD3) capables d’oxyder le ROL en 
RAL in vitro (Blomhoff and Blomhoff 2006, Duester et al. 2003). La CRAD3 contribue plus à 
la production de 9-cis RAL dans les cellules humaines matures. Elle est prépondérante dans le 
foie et les reins, par rapport aux autres tissus (Zhuang et al. 2002).  
1.4.2.2. Oxydation du RAL vers l’AR. Aldéhydes déshydrogénases (ALDH) 
Les aldéhydes déshydrogénases (ALDH) ont un rôle important dans la synthèse des acides 
organiques et également dans la détoxification de l’organisme des aldéhydes métaboliques ou 
externes (Vasiliou and Nebert 2005). Elles stimulent l’oxydation irréversible des aldéhydes en 
acides organiques (Blomhoff and Blomhoff 2006). Les ALDH sont structurées en plusieurs 
classes, les plus importantes pour le métabolisme des rétinoïdes étant les ALDH de classe 1 
(famille ALDH1). Les rétinaldéhydes déshydrogénases (RALDH) font partie en grande majorité 
de cette classe ALDH1. Ces enzymes catalysent l’oxydation des rétinaldéhydes (RAL) en acide 




ALDH1 avec comme dénomination (gène/protéine) ALDH1A1/RALDH1, 
ALDH1A2/RALDH2 et ALDH1A3/RALDH3. La quatrième RALDH est différente et fait 
partie de la classe ALDH8, étant nommée ALDH8A1/RALDH4 chez la souris, avec une enzyme 
correspondante faisant partie de la classe 12 (ALDH12A1) chez l’humain.  Les RALDH se 
différencient également par leur activité sur le RAL en fonction de différentes espèces animales 
(Tableau 2) et par leurs spécificités biologiques. Ainsi la RALDH2 s’exprime de façon précoce 
dans l’embryon alors que les RALDH1 et RALDH3 suivent plus tard dans le processus de 


















Tableau 2 : Activités des RALDHs selon espèces, pour divers substrats de RAL. 
( adaptation  selon  Dr. Pangala V.Bhat / Brodeur H. 2006,  adapté par Sima A et Manolescu DC 2010, sans préjudices aux 





1.4.2.2.1. ALDH1A1 / RALDH1 (RALDH Classe 1 Type 1)  
Le gène ALDH1A1 se trouve sur  le chromosome 9 chez  l’humain (Raghunathan et al. 1988). 
Sa protéine, la RALDH1, a une masse molaire d’environs 140kDa et possède une similarité de 
structure interespéces d’environ 70-90% (Penzes et al. 1997a, Penzes et al. 1997b). La RALDH1 
est très bien exprimée dans la rétine des embryons et dans plusieurs tissus chez l’adulte, avec 
prépondérance dans divers tissus épithéliaux, le foie et le rein (Bhat et al. 1998, Blomhoff and 
Blomhoff 2006). Elle est également présente dans les adipocytes matures. Elle est impliquée 
dans le maintien de la différenciation des adipocytes et l’absence de RALDH1 augmente le RAL 
intracellulaire et diminue la formation des adipocytes (Frey and Vogel 2011). Il en résulte une 
inhibition de l’adipogenèse et de l’obésité (Ziouzenkova O et al. 2007a). Il a été suggéré que la 
RALDH1 serait davantage mobilisée lors d’une situation d’excès de vitamine A, surtout dans le 
foie (Blomhoff and Blomhoff 2006, Duester et al. 2003). La RALDH1 est capable d’oxyder les 
deux isomères at-RAL et 9-cis RAL vers les isomères d’AR respectifs (Brodeur et al. 2003, 
Brodeur et al. 2006). Cependant la RALDH1 catalyse mieux le 9-cis RAL que le at-RAL et 
l’efficacité augmente lorsque le RAL est lié à la CRBP (Brodeur et al. 2003, Duester et al. 2003). 
L’expression élevée de la RALDH1 dans le rein de rat à la naissance, indique un rôle pour l’AR 
dans la maturation, la préservation et le fonctionnement du rein adulte (Bhat et al. 1998). Elle 
pourrait également jouer un rôle dans l’ oxydation de l’isomère 13-cis RAL (Brodeur et al. 
2003). Des recherches sur des souris transgéniques RALDH1-KO ont révélé un rôle de la 
complémentarité entre la RALDH1 et les autres RALDH 2, 3 et 4 dans la synthèse d’AR dans 
différents tissus (Blomhoff and Blomhoff 2006, Duester et al. 2003). En plus de son rôle dans 
la production d’AR, la RALDH1 est impliquée dans le métabolisme de l’alcool. Le Tableau 2 
montre les activités du RALDH1 comparativement aux autres RALDH, selon les espèces et 
pour divers substrats de RAL.  
1.4.2.2.2. ALDH1A2/ RALDH2 (RALDH Classe 1 Type 2)  
La RALDH2 fait également partie de la classe (famille) 1 des ALDH. Elle a pour la première 
fois été clonée à partir de testicules de rat (Napoli J. L. 2012). Elle est largement exprimée dans 
plusieurs tissus et est active en complémentarité avec la RALDH1 (Napoli JL. 2012). Elle est la 
première RALDH exprimée dans l’embryon de souris  à l’âge précoce de sept jours (Zhao et al. 




dans les testicules et organes sexuels (Napoli J. L. 2012). Le gène ALDH1A2 se trouve sur le 
chromosome 15 chez l’humain et 9 chez la souris. Sa structure partage environs 70-90% des 
structures des autres RALDH intra et inter-espèces. La RALDH2 est capable d’oxyder le at-
RAL, le 9-cis RAL et le 13-cis RAL vers les isomères de l’AR respectifs mais avec une 
préférence pour le at-RAL (Gagnon et al. 2002). L’expression de la RALDH2 dans les tissus de 
l’embryon de souris coïncide avec la présence de l’AR dans les mêmes tissus, ce qui atteste la 
fonctionnalité de la RALDH2 (Niederreither et al. 2002a). Les embryons de souris RALDH2-
KO n’ont tout simplement pas d’AR dans leurs corps, et leur organogenèse s’arrête avec la mort 
intra-utérine à l’âge de dix jours (Napoli J. L. 2012). Un traitement précoce avec de l’AR permet 
à ces embryons de continuer à se développer (Blomhoff and Blomhoff 2006).  La RALDH2 est 
donc essentielle pour le bon développement de l’embryon et son absence affecte le 
développement de tous les organes et engendre la mort de l’embryon (Blomhoff and Blomhoff 
2006). Chez les rongeurs adultes, la spermatogenèse est dépendante de la RALDH2 car il y a 
dominance de son expression dans les spermatocytes (Napoli J. L. 2012, Zhai et al. 2001). Une 
diète appauvrie en vitamine A  peut provoquer une diminution de l’expression (mRNA) de 
RALDH2 dans ces cellules (Napoli J. L. 2012). La RALDH2 semble également avoir un rôle 
préférentiel dans le développement rénal (El Kares et al. 2010). Le Tableau 2 montre l’activité 
du RALDH2 comparativement aux autres enzymes RALDH pour divers substrats de RAL.  
1.4.2.2.3. ALDH1A3/RALDH3 (RALDH Classe 1 Type 3) 
D’abord clonée à partir de glandes salivaires humaines, la RALDH3 est exprimée dans 
les embryons de souris et poulets, dans la rétine, dans le système respiratoire, dans les bourgeons 
urémiques et dans les rudiments cérébraux (Blomhoff and Blomhoff 2006, Mic et al. 2000). 
Chez l’humain, la RALDH3 est bien exprimée dans la majorité des tissus avec une dominance 
dans les reins, les glandes mammaires, l’estomac et les glandes salivaires (Hsu et al. 1994). La 
RALDH3 se trouve sur le chromosome 15 chez l’humain (Hsu et al. 1994). Sa structure partage 
environs 70-90% des structures des autres RALDH. Dans l’embryon déjà , la RALDH3 est 
fonctionnelle et produit de l’AR à partir du at-RAL qui est son substrat préférentiel (Graham 
CE et al. 2006a). Cependant la RALDH3 est la seule des RALDH1, 2, 3 qui ne reconnaît pas le 
9-cis RAL comme substrat (Sima et al. 2009). Ceci indique la complémentarité d’action entre 




9-cis, 13-cis) nécessaires à l’organisme à partir des substrats respectifs de RAL (at, 9-cis, 13-
cis) (Blomhoff and Blomhoff 2006, Niederreither et al. 2002b, Niederreither et al. 2002a). Les 
souris RALDH3-KO meurent par asphyxie, dix heures après leur naissance, à cause de la non-
ouverture des narines et de la bouche (atrésie naso-buccale) (Napoli J. L. 2012). Cette situation 
peut être prévenue avec un traitement à l’AR (at) de la mère porteuse, ce qui atteste l’importance 
de la RALDH3 pour ces organes (Blomhoff and Blomhoff 2006). La RALDH3 semble générer 
du at-AR pour maintenir la différenciation cellulaire dans les épithéliums mammaires, ce qui 
supprime la tumorigenèse. Dans des cultures primaires de cellules épithéliales mammaires 
saines, les RALDH3 catalysent  la conversion du ROL en RAL et en at-AR, mais pas dans des 
cellules tumorales (Mira-Y-Lopez et al. 2000). D’autres études ont associé l’expression de la 
RALDH3 à la tumorigenèse (Marcato P et al 2011). Pour expliquer cette contradiction, l’équipe 
de Napoli et ses collaborateurs suggèrent des mécanismes compensatoires pour l’expression 
augmentée de la RALDH en présence d’une fonctionnalité réduite de la protéine dans la 
carcinogenèse, ou encore des non-concordances méthodologiques (Napoli J. L. 2012). Une 
expression très élevée de la RALDH3 a été trouvée dans le pancréas de certains modèles de 
souris diabétiques (ex. :  db/db,  ou  rendues obèses par une diète riche en gras –HFD « high fat 
diet » ) et a été associée à une diminution de la sécrétion de l’insuline stimulée par le glucose 
(Shimamura et al. 2010). Ces souris avaient un niveau d’expression (mRNA) de RALDH3 dans 
le pancréas, neuf fois plus élevé comparativement à des souris normales. Le mécanisme est 
toujours à l’étude mais ces données confirment l’importance des rétinoïdes dans la fonction de 
divers organes (Napoli JL 2012, 2016). Le Tableau 2 montre les activités de la RALDH3 et 
autres enzymes RALDH par espèce, et divers substrats de RAL.  
1.4.2.2.4. ALDH8A1/RALDH4 (RALDH Classe 8 Type 4) 
À la différence des trois autres RALDH qui font partie de la famille (classe) 1, la 
RALDH4 fait partie de la famille (classe) 8 (Sophos and Vasiliou 2003). Cette enzyme catalyse 
faiblement l’oxydation des at-RAL et 13-cis RAL, mais très bien l’oxydation du 9-cis RAL 
(deux fois plus). Elle est très bien exprimée dans le foie et les reins adultes. Plusieurs équipes 
ont démontré son affinité pour l’oxydation de 9-cis RAL (Sima et al. 2009, Lin et al. 2003). Il a 
donc été proposé que la RALDH4 soit impliquée dans la synthèse de 9-cis AR in vivo (Blomhoff 




la présence d’une enzyme qui catalyse efficacement le 9-cis RAL vers 9-cis AR sont 
compatibles avec  cette hypothèse (Labrecque et al. 1995). Le gène ALDH8A1 se trouve sur le 
chromosome 6 humain et 10 pour la souris. Le fait qu’elle est exprimée tôt dans le foie et le 
cortex rénal embryonnaire de la souris, suggère que  la RALDH4 joue un rôle important dans 
l’organogenèse (Lin et al. 2003). L’enzyme a été également étudiée pour sa capacité à fournir 
du 9-cis AR, y compris dans les reins adultes (Lin et al. 2003).   
1.4.3. Oxydation catabolique de l'AR - Cytochromes CYP26 / Groupe P450 
 Après avoir accompli son rôle biologique l’AR doit être dégradé pour éviter une 
accumulation toxique dans les cellules. Des enzymes CYP26 de la superfamille P450 oxydent 
l’AR (Figure 11) en métabolites polaires (ex.: 4-OH-AR, 5,6-époxy-AR, 4-oxo-AR) qui seront 
ensuite éliminés dans l’urine (Blomhoff and Blomhoff 2006, Reijntjes et al. 2005). Quatre sous-
familles des enzymes CYP26 ont été investiguées : CYP26A1 (Lampen et al. 2001, Ray et 
al.1997, White et al. 1998); CYP26B1 (MacLean et al. 2001, White et al. 2000); CYP26C1 
(Reijntjes et al. 2004, Tahayato et al. 2003, Taimi et al. 2004); CYP26D1 (Gu X et al, 2005). 
Les conditions d’expression des CYP26A1, CYP26B1, CYP26C1, CYP26D1 diffèrent et sont 
spécifiques aux quatre enzymes, suggérant des rôles individuels spécifiques pour chacune 
(Reijntjes et al. 2004). L’expression et l’activité de ces quatre enzymes sont contrôlées en 
rétroaction par l’AR, un excès cellulaire d’AR déclenchant leur expression et activation 
(Blomhoff and Blomhoff 2006). Ceci implique une rétroaction de réponse directe, suite à la 
capacité des gènes CYP26A1 ; B1 ; C1 et D1 à détecter la variation des concentrations 
cellulaires d’AR (Blomhoff and Blomhoff 2006). Les CYP26 sont présentes dans divers tissus, 
autant dans l’embryon que chez l’adulte, avec une expression plus importante pour les 
CYP26A1 et CYP26B1. Des souris CYP26A1-KO meurent dans l’utérus, avec des 
malformations typiques d’un surplus tératogène d’AR, ce qui atteste l’importance de cette 
enzyme (Abu-Abed et al. 2001, Sakai et al. 2001). Ce sont de graves malformations (ex. : spina-
bifida) souvent létales, de l’axe antéropostérieur de l’embryon, du cerveau, de la colonne 
vertébrale, des reins et des intestins. L’expression de la CYP26A1 est stimulée lors d’une diète 
particulièrement riche en vitamine A (Yamamoto et al. 2000). La CYP26B1 possède la même 
activité que la CYP26A1. Elle est  présente dans la plupart des tissus en complémentarité avec 




cérébellum (White et al. 2000). La CYP26C1 peut aussi dégrader le at-AR de la même façon 
que les CYP26A1 et CYP26B1, toutefois elle est plus efficace sur le 9-cis AR. Son expression 
n’est pas aussi répandue chez l’adulte que les deux autres, tous tissus confondus, mais de 
grandes quantités d’AR vont provoquer son expression (Blomhoff and Blomhoff 2006). Lorsque 
l’AR à dégrader est lié à des transporteurs CRABP, les enzymes CYP26 sont plus efficaces à 
catalyser son oxydation en métabolites polaires (Boylan JF and Gudas 1992a). Les CYP26 sont 
essentielles pour la gestion optimale de l’AR  dans les cellules et, par le fait  même, exercent 
une influence indirecte sur plusieurs gènes régularisés par l’AR (Blomhoff and Blomhoff 2006). 
En complémentarité  avec le catabolisme de l’AR par les CYP26, il peut y avoir un catabolisme 
direct du ROL, par d’autres mécanismes, dans les situations où il y a un excès de vitamine A 











1.4.4 RAR et RXR, récepteurs nucléaires de l'acide rétinoïque  
L’acide rétinoïque (AR) est une forme biologiquement très active de la vitamine A. Il se 
lie à ses récepteurs nucléaires attitrés (les RAR et les RXR; des phosphoprotéines) pour contrôler 
la transcription des gènes dépendants, soit par l’activation soit par la répression (Blomhoff and 
Blomhoff 2006, Davidovici et al. 2007). Afin de pénétrer dans le noyau, l’AR se lie d’abord à 
sa protéine de transport cytoplasmique, la CRABP. Ce complexe passe la membrane nucléaire 
par diffusion passive, grâce à ses propriétés liposolubles. Dans le noyau le complexe se dissocie; 
Acide rétinoïque
4-hydroxy acide rétinoïque 4-oxo-acide rétinoïque18-hydroxy acide rétinoïque
CYP26
5,8-époxy-AR5,6-époxy-AR
Figure 11. CYP 26 dans le catabolisme de l’acide rétinoïque 
 (Manolescu DC 2017, disponible en libre accès, citation en original sans préjudices aux droits d’auteurs, 




la CRABP est recyclée et repasse dans le cytoplasme, tandis que l’AR se lie à ses récepteurs 
nucléaires RAR et/ou RXR (Plet A, 1988). En 1987 a été découvert un premier récepteur d’AR, 
le RARα qui appartient à la famille des récepteurs nucléaires hormonaux de type 2 (Giguere et 
al.1987, Petkovich M et al.1987). Ensuite, deux autres isomères (RARβ et RARγ) ont été 
identifiés par les mêmes équipes. Autant pour les RAR que pour les RXR, il existe trois 
isomères, soit α, β et γ (Blomhoff and Blomhoff 2006, Petkovich M 1992, Szanto et al. 2004). 
Sans entrer dans les détails, mentionnons que chaque sous-type possède aussi plusieurs 
isoformes. Les sous-types α, β, γ des RAR et RXR sont codés par des gènes différents (Almasan 
et al.1994, Blomhoff and Blomhoff 2006). Les RAR et RXR sont bien exprimés dans les tissus 
embryonnaires et chez l’adulte, ce qui atteste leur importance (Chambon P. 2004,2005, 
Blomhoff and Blomhoff 2006). La structure générale des RAR et RXR (Figure 13) est formée 
de quatre (4) régions : A/B-Modulateur, C-(DNA Binding Domaine ou DBD/liaison à l’ADN), 
D-(charnière souple entre les domaines C et E), et E-(Ligand Binding Domaine ou LBD / liaison 
au ligand) (Shulman and Mangelsdorf 2005, Sonoda et al. 2008). Lorsque liés par un complexe 
corépresseur (Blomhoff and Blomhoff 2006, McGrane 2007), et en absence de ligand, les 
récepteurs nucléaires fonctionnent comme des répresseurs et bloquent la transcription des gènes 
(Shulman and Mangelsdorf 2005). Lorsque liés par un complexe coactivateur (Blomhoff and 
Blomhoff 2006, McGrane 2007), et en présence de leur ligand spécifique, les récepteurs 
nucléaires fonctionnent comme activateurs et permettent la transcription génique (Shulman and 
Mangelsdorf 2005). Les RAR et RXR font partie de la sous-famille de récepteurs nucléaires 
hormonaux de type 2, avec les récepteurs pour hormones thyroïdiennes (TR), les récepteurs pour 
la vitamine D3 (VDR), pour les PPAR (Aranda and Pascual 2001, McGrane 2007, Sonoda et al. 
2008). Les récepteurs nucléaires hormonaux de type 2 se caractérisent par le fait qu’ils peuvent 
se lier à leurs éléments de réponse (RE) - une répétition directe de six nucléotides (Figures 12 









1.4.5. Fonctionnement des récepteurs nucléaires de l'AR  
Le 9-cis AR est capable de lier les deux types de récepteurs nucléaires (RAR et RXR), 
alors que le at-AR ne peut lier que les récepteurs RAR (Figure 12) (Blomhoff and Blomhoff 
2006, Soprano et al. 2004). Ces récepteurs vont se coupler ensuite aux éléments RARE  et/ou  
RXRE et moduler la transcription des gènes soit par répression, soit par activation, selon le cas 
(Blomhoff and Blomhoff 2006). Les RAR peuvent former des tandems (RAR/RXR) seulement 
avec les RXR alors que ces derniers peuvent former des homodimères RXR/RXR ou des 
hétérodimères avec une grande variété de récepteurs nucléaires étrangers aux rétinoïdes (ex.: 
RXR/VDR, RXR/Thyroïde R, RXR/PPAR) (Blomhoff and Blomhoff 2006, Davidovici et al. 
2007, Ziouzenkova O et al. 2007c, Ziouzenkova O and Plutzky 2008). Les hétérodimères formés 
par les RXR avec d’autres récepteurs nucléaires peuvent parfois fonctionner seulement avec le 
ligand spécifique pour le récepteur étranger (ex.: VDR, TR, PPAR) à condition toutefois que le 
ligand en question se trouve en quantité suffisante. Quand le ligand de récepteur étranger se 
trouve en trop petite quantité, le 9-cis AR a une action compensatoire et peut faire fonctionner 




Les hétéro-dimérisations avec les RXR peuvent être permissives ou non permissives. 
Dans une hétéro-dimérisation permissive des RXR avec un autre récepteur, l’hétérodimère peut 
être activé par l’un ou l’autre des ligands des membres de l’hétérodimère. C’est le cas du RXR 
qui peut former l’hétérodimère RXR/PPAR (Shulman and Mangelsdorf 2005, Sonoda et al. 
2008, Ziouzenkova O and Plutzky 2008). Dans une hétéro-dimérisation non permissive des 
RXR avec un autre récepteur nucléaire, (ex.: RXR/RAR, RXR/TR, RXR/VDR) l’hétérodimère 
ne fonctionne pas seulement avec le ligand du RXR (Shulman and Mangelsdorf 2005, Sonoda 
et al. 2008). Un tel hétérodimère fonctionnera soit avec le ligand du récepteur partenaire du 
RXR, soit avec les deux ligands (pour RXR et pour son partenaire). Un bon exemple est 
l’hétérodimère RXR/RAR. Dans ces cas le RXR est subordonné à son partenaire dans une 
hétéro-dimérisation non permissive. Il est donc « silencieux » par rapport à son partenaire. Ce 
phénomène de subordination des RXR, fait en sorte que dans un hétérodimère non permissif, la 
voie de signalisation du partenaire dominant du RXR sera prioritaire. La cause de subordination 
du RXR ( dans le tandem RXR/RAR par exemple) réside dans le fait que le ligand du RXR, de 
façon individuelle, ne peut pas enlever le corépresseur qui chapeaute le tandem RXR/RAR 
(Shulman and Mangelsdorf 2005). Cela empêche le coactivateur de venir chapeauter le tandem 
RXR/RAR pour initier la transcription du gène (Shulman and Mangelsdorf 2005). A titre 
d’exemple, les RAR, TR, VDR, sont des récepteurs qui dominent le RXR dans une hétéro-
dimérisation non permissive (RXR/RAR, RXR/TR, RXR/VDR) (Shulman and Mangelsdorf 
2005, Sonoda et al. 2008). Par leurs dimérisations, les RXR sont largement impliqués dans 
plusieurs voies métaboliques dans l’organisme (Rastinejad 2001, Shulman and Mangelsdorf 
2005, Sonoda et al. 2008). L’hétérodimère RXR/PPAR est une cible thérapeutique dans le 
syndrome métabolique et le diabète de type 2, et les PPAR sont très impliqués dans le 
métabolisme des lipides et en général chez les mammifères (Rosen and Spiegelman 2001, 
Sonoda et al. 2008, Ziouzenkova O and Plutzky 2008). Le Tableau 3 montre quelques 






























Tableau 3. Quelques hétéro-dimères communs formés par les RXR 
(selon laboratoire  Dr. Pangala V.Bhat  / Gagnon I. 2002, Manolescu DC 2010; disponible  en  libre accès, 
citation sans préjudice aux droits d’auteurs, selon la politique FESP Université de Montréal 
5’    AGGTCA          n               AGGTCA    3’
RARE  (DR1, 2 ou 5)
n=1,2 ou 5
RAR RXR
Figure 14.  Dimères RAR/RXR, PPAR/RXR et RXR/RXR, et éléments de réponse 
(laboratoire Dr. Pangala V.Bhat /Gagnon I. 2002 /Manolescu DC 2010, 2017, disponible  en  libre  accès, citation sans préjudices  







1.4.6. Éléments de réponse aux récepteurs à l'AR (RARE et RXRE)  
Les  structures de réponse aux récepteurs à l’AR, appelées RARE (« retinoic acid 
response elements » ) et RXRE (« retinoid X response elements » ) ressemblent aux autres HRE 
(« hormone response elements ») basés sur deux répétitions d’hexa-nucléotides AGGTCA 
séparées par un nombre « n » de nucléotides (Figure 14) (Sonoda et al. 2008). C’est de ces HRE 
que le domaine central des récepteurs nucléaires (« DBD/DNA-binding domain » ) va se lier 
par deux doigts de zinc (Sonoda et al. 2008). Pour les éléments de réponse aux récepteurs à 
l’AR, les répétitions sont majoritairement directes (DRn) des deux fragments d’ADN 
majoritairement de type  5’-AGGTCA-3’ séparées par un nombre « n » de nucléotides 
(Blomhoff and Blomhoff 2006) (Figure 14). Pour des RARE avec n=2 ou 5 on parle de DR2 ou 
DR5, alors que pour les RXRE avec n=1 on parle de DR1. Donc les HRE pour les récepteurs 
nucléaires de type 2 (ex. : RAR, PPAR, TR, VDR) se ressemblent et sont formés par deux 
répétitions directes (DRn) du fragment 5’-AGGTCA-3’ séparées par un nombre « n » de 
nucléotides. Par exemple n=1 pour PPRE, n=1 pour RXRE, n=2 ou 5 pour RARE (Figure  14). 
Les tandems hétérodimères (ex. : RXR/RXR, RXR/PPAR, RXR/TR, RXR/VDR) ainsi que les 
homodimères RXR/RXR, vont se coupler à leurs éléments de réponse (ex. : RARE, RXRE, 
PPRE) qui se trouvent sur les promoteurs des gènes cibles. Ainsi le RXR et ses récepteurs 
nucléaires partenaires de dimérisation, reconnaîtront  les éléments de réponse avec les deux 
séquences AGGTCA arrangées en tandem (Rastinejad 2001). Une bonne caractérisation  
comparative des RARE  peut être trouvée aussi dans la revue de Balmer and Blomhoff 2005. 
En bref, un hétérodimère RAR/RXR peut reconnaître des éléments de réponse RARE/RXRE 
ayant en leurs structures des espacements de 2, 5 ou 1 nucléotides respectivement (DR2, DR5, 
DR1) alors qu’un homodimère RXR/RXR reconnaîtra seulement les éléments de réponse avec 
1 nucléotide d’espacement (DR1) (Figure 14). 
 L’expression même de certains isomères RAR (ex : RARα) peut être dépendante d’un 
RARE se trouvant sur leur promoteur (Leroy et al. 1991). Les espacements de 1, 2 ou 5 
nucléotides (DR1, DR2 ou DR5) entre les répétitions directes (DR) type 5’-AGGTCA-3’ des 
éléments de réponse RARE et RXRE ou autres RE (response elements), agissent comme 
éléments identitaires et influencent la spécificité d’accouplement des dimères (ex : RXR/RXR, 




2001). Toutefois la simple présence d’un RXR dans plusieurs dimères (ex :RXR/TR, 
RXR/VDR, RXR/PPAR ) ne veut pas dire que ces gènes seront transcrits par l’AR via le RXR. 
Tel que décrit plus haut, cela dépend du caractère permissif ou non permissif de la dimèrisation, 
le RXR pouvant influencer grandement la transcription seulement avec son ligand (ex.9-cis AR) 
dans les dimérisations permissives (ex: RXR/PPAR)(Sonoda et al. 2008). Dans divers dimères, 
le RXR est placé sur le demi-site en 5’ d’un élément de réponse alors que ses partenaires de 
dimérisation sont placés sur le demi-site en 3’. Cependant, pour un élément de réponse DR1 et 
le dimère RAR/RXR, la situation (polarité) est contraire, le RAR étant en 5’ et le RXR étant en 
3’ (Rastinejad et al. 2000). Il peut arriver que le promoteur d’un gène contient deux éléments de 
réponse à l’acide rétinoïque de type RARE, comme c’est le cas pour  PEPCK (Scott DK et al. 
1996). Dans ces cas, chaque RARE a son propre DRn. 
1.4.7. Actions génomiques indirectes et actions non génomiques de l’AR  
Nous avons vu précédemment l’action génomique directe de l’AR sur l’expression de 
gènes. L’acide rétinoïque manifeste également des effets non médiés par ses récepteurs 
nucléaires directs RAR et RXR et leurs éléments de réponse RARE et RXRE. Il est donc 
possible pour l’AR d’avoir une action génomique indirecte sur certains gènes. Un gène qui ne 
possède pas des RARE sur son promoteur  peut être dépendant de cofacteurs d’expression qui 
eux, ont des RARE sur leur promoteur, étant donc dépendants de l’AR (Balmer and Blomhoff 
2002). Ainsi l’AR peut moduler l’expression de gènes via d’autres facteurs de transcription, tels 
que les PPAR. Le at-AR (mais pas le 9-cis AR) est un ligand de haute affinité pour PPARβ/δ 
(mais pas pour PPARα et PPARγ) activant sa transcription (Shaw N et al. 2003). L’AR a aussi 
des effets non génomiques, comme la modulation de l’activité de plusieurs protéines kinases, 
importantes dans le métabolisme énergétique. Par exemple, l’exposition à l’AR active 
rapidement (par phosphorylation) la p38 MAPK (« p38 mitogen-activated protein kinase ») dans 
le gras (Teruel T 2003) et dans les muscles (Lee Y.M. 2008). Ceci mène (entre autre) à 
l’augmentation de l’expression des UCP1 par l’AR en cultures des adipocytes (Mercader J 2010) 
et à l’augmentation de la captation de glucose en cultures cellulaires de muscles squelettiques 
(Lee Y.M. 2008). Il a été également démontré que l’AR augmente la production de NO dans 
des cellules endothéliales, par la phosphorylation d’eNOS, jouant ainsi un rôle bénéfique pour 




nucléaire et ne peut contrôler l’expression des gènes, mais il influence indirectement la peau 
(Blaner WS 2001, Thielitz et al. 2008). Une analyse des situations d’influence non génomiques 
de l’AR sur divers aspects biomoléculaires (ex. rétinoylation ) se trouve dans une bonne revue 
de Blomhoff  et collaborateurs (Blomhoff and Blomhoff 2006). 
1.5. VITAMINE A : ASPECTS PHYSIOLOGIQUES ET CLINIQUES  
1.5.1. La vitamine A et le cycle de la vision 
L’implication majeure de la vitamine A dans la vision, est une fonction largement 
connue de cette vitamine. Elle exerce cette fonction dans l’œil, en tant que ROL et RAL (non 
pas l’acide rétinoïque) dans une sorte de «dialogue» entre des cellules pigmentaires épithéliales 
(RPE) et des cellules photosensibles de la rétine (Figure 15) (Parker and Crouch 2010). Le 
rétinol participe aussi à la synthèse de glycoprotéines nécessaires à l'intégrité de la cornée. 
(Blomhoff and Blomhoff 2006). Une carence chronique de vitamine A va affecter gravement la 
vision. Une baisse de la vision est alors remarquée à l’aube, au crépuscule et durant la nuit, 
quand la quantité de lumière est réduite. Avec des sensibilités diverses à la quantité de lumière, 
tous les vertébrés possèdent un cycle visuel tributaire de  la vitamine A (Baehr et al. 2003). Le 
cycle visuel des rétinoïdes débute avec l’isomère 11-cis-RAL qui passe des cellules épithéliales 
pigmentaires (RPE) de la rétine dans les cellules réceptrices de lumière, pour s’unir à l’opsine 
et former la rhodopsine de couleur mauve (Figure 15) (Parker and Crouch 2010). Le 11-cis RAL 
est à la base de la synthèse de rhodopsines qui permettent la vision crépusculaire et des 
iodopsines qui se trouvent dans les cônes de la rétine, et permettent la vision des formes et des 
couleurs (Blomhoff and Blomhoff 2006). L’unité 11-cis RAL/opsine (rhodopsine mauve) est 
extrêmement sensible à la lumière, et va s’isomériser en all-trans-RAL/opsine jaune (Figure 15) 
(Baehr et al. 2003, Blomhoff and Blomhoff 2006, Parker and Crouch 2010, Wolf 2001). Ensuite 
il y aura dissociation du at-RAL de l’opsine et, sous l’influence de l’enzyme SDR, le at-RAL 
sera réduit en at-ROL (Figure 15) (Blomhoff and Blomhoff 2006, Parker and Crouch 2010). Le 
at-ROL passe ensuite de cellules photo-réceptrices dans les cellules épithéliales pigmentaires 
(RPE) pour y être d’abord estérifié (RE) par l’enzyme LRAT (Baehr et al. 2003). Sous 
l’influence de l’enzyme RPE65 (isoméro-hydrolase) les RE sont hydrolysés en ROL qui sera 
instantanément isomérisé en 11-cis-ROL (Figure 15) (Baehr et al. 2003, Blomhoff and 




nouveau cycle démarre lorsque, lié au transporteur CRALBP, le 11-cis ROL est oxydé, sous 
l’influence des enzymes RDH5 et RDH11, en 11-cis RAL qui va passer des cellules épithéliales 
pigmentaires (RPE) dans les cellules photo-réceptrices pour y continuer le cycle (Figure 15) ( 
Blomhoff and Blomhoff 2006, Parker and Crouch 2010, Wolf 2001). Un manque d’acuité 
visuelle, dans les moments de pénombre ou la nuit, peut signifier une déficience importante des 
réserves hépatiques de vitamine A et doit inciter à une vérification de la vitamine A circulante. 
Si carence il y a, il est urgent d’y remédier par une supplémentation en vitamine A, sinon il y a 
danger de kératinisation des tissus dans l’œil (conjonctive, cornée) avec apparition de signes de 














1.5.2. Vitamine A et santé épithéliale 
Dans les carences majeures et prolongées en vitamine A, plusieurs tissus épithéliaux 
(ex. : peau, membranes des organes internes) s’en ressentent. En plus d’être asséchés et 
sclérosés, ces tissus se retrouvent perturbés non seulement dans leurs fonctions protectrices mais 
également dans leurs fonctions sécrétrices (Blomhoff and Blomhoff 2006). De tels dommages 











Figure 15. Cycle visuel des rétinoïdes 
(adapté de  Parker RO and Crouch RK 2010, disponible en  libre accès, citation en original et adaptations Manolescu 




rétinoïdes. Cela par des apports alimentaires augmentés certes, mais il existe aussi des 
suppléments en gélules. Il existe également des crèmes topiques ou des préparations liquides 
pour traiter diverses maladies tégumentaires comme le psoriasis, les taches brunes ou encore 
l’acné rebelle (Blomhoff and Blomhoff 2006, Moise et al. 2007).   
1.5.3. Vitamine A, immunité et cancers 
Des tissus épithéliaux malades, sont autant de portes d’entrée pour les agents infectieux, 
ce qui surcharge le système immunitaire (Stephensen 2001). Les carences en vitamine A ont été 
souvent associées à une incidence augmentée de maladies infectieuses telles que la diarrhée et 
autres infections gastro-intestinales, les infections oto-rhino-laryngologiques (ORL) et celles 
des voies respiratoires et uro-génitales (Stephensen 2001, Blomhoff and Blomhoff 2006). Les 
carences en vitamine A, sont associées à des systèmes immunitaires de faible qualité, à des 
lymphocytes peu efficaces contre divers virus ou encore des macrophages avec faible capacité 
de phagocytose. La production des anticorps et des cytokines ou encore la maturation des 
lymphocytes, peuvent également être perturbées (Blomhoff and Blomhoff 2006, Stephensen 
2001, Villamor and Fawzi 2005). Des épithéliums fragilisés par des carences en vitamine A, 
sont à risque élevé pour le développement de cancers. Au niveau biomoléculaire, des altérations 
dans le métabolisme et transformations de rétinoïdes ou encore au niveau des récepteurs à l’AR 
augmentent le risque d’apparition de certains cancers. Le cas de la leucémie aiguë 
promyelocytaire (PML) est bien connu. Dans cette maladie,  la fusion du gène PML 
(chromosome 15) avec le gène RARα (chromosome 17) mène à une translocation  
chromosomale (tc/15 :17) (de Thé et al. 1991, Kakizuka et al. 1991, Zelent et al. 2001). Il en 
résulte des récepteurs mutants PML/RARα qui ont des affinités anormalement grandes pour les 
corépresseurs et ne répondent plus aux doses physiologiques du ligand AR pour détacher leurs 
corépresseurs et permettre la transcription des gènes-clés de la différenciation myéloïde 
(Melnick and Licht 1999). La conséquence est l’apparition des cellules promyélocytaires 
immatures, l’accumulation de granulocytes dans la moëlle osseuse et ultimement des 
hémorragies mortelles. L’acide rétinoïque en doses pharmacologiques peut corriger la situation, 
en permettant la différenciation myéloïde in vivo et provoquant des rémissions cliniques 
(Melnick and Licht 1999). Il existe une abondante littérature sur l’emploi complémentaire de 




Botton et al. 2005, Lengfelder et al. 2005, Tallman et al. 2002). D’autres cancers sont associés 
à des perturbations du métabolisme des rétinoïdes. C’est le cas de certains cancers du sein, où 
des cellules cancéreuses de souche MCF-7 n’expriment pas les enzymes nécessaires pour 
produire de l’AR (Rexer et al. 2001). C’est le cas pour le cancer de la prostate, où le gène 
RALDH2 est dysfonctionnel, ce qui empêche la production d’AR (Kim H et al. 2005). Enfin les 
propriétés de promoteur de la différenciation cellulaire de l’AR le rendent intéressant pour 
plusieurs approches préventives anticancérigènes (Bertram and Vine 2005, Niles 2004). 
1.5.4. Vitamine A et embryogenèse 
La vitamine A est nécessaire pour la spermatogenèse, l’ovogenèse, l’organogenèse et la 
croissance. A partir des premiers stades de l’embryon, la majorité des axes de développement 
embryonnaire dépendent de la vitamine A sous forme d’AR via les récepteurs nucléaires RAR 
et RXR. Un taux optimal d’AR est essentiel pour le développement normal de différents organes 
et systèmes tels que les systèmes nerveux, respiratoire, cardiovasculaire, la vision et les reins 
(Bhat and Manolescu 2008, Clagett-Dame and DeLuca 2002, Niederreither et al. 1999, 
Niederreither et al. 2002a, Ross SA et al. 2000a). L’embryon dépend également de l’AR au 
niveau de la formation de sa symétrie bilatérale et du développement des extrémités, de l’oreille 
interne, du pharynx et du cœur (Maden M 2006, Niederreither et al. 2001, Niederreither et al. 
2003, Romand 2003). Les développements rénal et uro-génital sont aussi conditionnés par l’AR 
(Goodyer et al. 2007, Makrakis et al. 2007). Un taux excédentaire d’AR dans l’embryon est 
aussi nocif qu’un déficit, et une régularisation optimale est essentielle. La consommation 
d’alcool par la mère durant la grossesse peut mener à une déficience d’AR chez l’embryon, due 
au fait que la synthèse de l’AR est diminuée suite à la compétition que l’éthanol fait au ROL à 
l’étape de l’oxydation par les ROL-déshydrogénases (RDH). Ceci mène à des déformations 
crâniennes et faciales spécifiques du fœtus, plus communément connues sous le nom de 
syndrome d’alcoolisme fœtal. Une large contribution à l’étude des rétinoïdes en général a été 






CHAPITRE 2 –La RBP4 dans l’obésité, la RI et le diabète de type 2 – chapitre publié 
            « Chapter 2: Serum Retinol-Binding Protein, Obesity, and Insulin Resistance » 
Daniel-Constantin Manolescu a contribué de façon déterminante à la publication de cette 
revue de littérature en réalisant le schema conceptuel, les recherches bibliographiques, la 
présentation et l’interprétation des données, le design des structures et des paragraphes, 
l’écriture du manuscrit, la mise en page, le management administratif et éditorial, la soumission 
pour publication et les réponses aux réviseurs. Par son esprit d’initiative, son efficacité et son 
autonomie, il a beaucoup enrichi le projet et a largement contribué à augmenter sa notoriété. Le 
directeur, Dr P.V. Bhat, a vérifié l’écriture, l’a enrichie et l’a validé scientifiquement. Le 
collectif éditorial CRC-Press a validé l’article par les pairs et l’a publié. 
  A la demande du directeur concepteur du projet, Dr. Pangala V Bhat, nous avons coécrit 
et publié cet article de revue sur la RBP4 dans l’obésité, la résistance à l’insuline et le diabète 
de type 2, spécialement destiné à être inclus dans la revue de littérature de notre thèse. 
L’original, tel que publié en Anglais dans le livre « Vitamin- Binding Protein/Functional 
Consequences- Chapter 2 ; CRC Press 2013/2014 -ISBN : 9781439880166 », se trouve dans 
les annexes de notre thése sous le titre : « Chapter 2 : Serum Retinol-Binding Protein, Obesity, 
and Insulin Resistance by Pangala V. Bhat and Daniel-Constantin Manolescu ». Sa version 
française est maintenant harmonieusement intégrée dans la revue de littérature de notre thèse, 
soit le présent Chapitre 2: « La RBP4 dans l’obésité, la résistance à l’insuline et le diabète de 
type 2 », suite aux conseils de nos trois directeurs de recherches. Cette revue est publiée selon 
les normes éditoriales en cours pour les revues de littérature, donc avec des réfèrences probantes 
plus un bref développement et nos commentaires. Nous annexons l’accord officiel FESP-UdeM 
de Dr P.V. Bhat, notre coauteur, pour l’inclusion dans la thèse.   
Ceci represente la premiére publication de notre thése. La lettre de confirmation, signée 
par le directeur initial du projet Dr P.V. Bhat et mentionnant également ce chapitre, se trouve 
dans les Annexes. L’ouvrage « Vitamin-Binding Protein/Functional Consequences » -
CRC/TFG 2014 est une contribution internationale de 8 pays (dont les États-Unies., le Japon, 
l’Angleterre, la France, l’Australie, la Suisse, la Corée du Sud) et nous représentons (avec 





 L'augmentation de la masse adipeuse, associée à la résistance à l'insuline et au diabète 
de type 2 (T2DM) (Kahn et Flier 2000), s’accompagne d’une diminution de la capacité de 
l'insuline à réduire la production hépatique de glucose libérée dans le sang et à augmenter la 
captation du glucose sanguin par les tissus adipeux et musculaires (Saltiel et Khan 2001). 
L'excès d'énergie entreposé dans le tissu adipeux joue un rôle majeur dans le maintien de 
l'homéostasie énergétique globale de l’organisme. Il est bien établi que les tissus adipeux servent 
non seulement comme dépôts de réserves d'énergie, mais aussi à sécréter un certain nombre de 
facteurs de signalisation (des adipokines) dans la circulation, tels que la protéine C-réactive, la 
leptine, la résistine, l'adiponectine et le facteur de nécrose tumorale α (TNFα), dont plusieurs 
sont reconnus pour leur action favorable ou défavorable sur la sensibilité à l'insuline (Rajala & 
Scherer 2003). Depuis 2005, la RPB4, une protéine hépatique dont la seule fonction connue 
auparavant était la livraison de ROL d’origine hépatique aux autres tissus a également été 
identifiée comme étant une adipokine contributive à la résistance à l'insuline (Yang et al. 2005). 
Ce chapitre 2 résume les données recueillies par plusieurs études chez la souris et chez l’humain 
sur les liens entre la RBP4, l'obésité et la résistance à l'insuline. 
  
2.2. Obésité, résistance à l’insuline et diabète de type 2 
L’obésité, le syndrome métabolique et le diabète de type 2 sont des perturbations 
métaboliques devenues des pandémies mondiales. Malgré les efforts de la recherche pour 
prévenir et guérir ces affections complexes, il n’existe pas à l’heure actuelle de traitement 
efficace. C’est pourquoi des nouvelles recherches pharmacologiques et nutritionnelles, doivent 
être explorées. L’exces de poids se manifeste par une accumulation de graisse et se defini par 
un indice de masse corporelle (IMC) au-delà de 25 kg/m2 pour le surpoids et égale ou au-delà 
de 30 kg/m2 pour l’obésité. Dans l’histoire de l’humanité, l’obésité est la première pandémie 
non infectieuse (James W. P. 2008a, c), affectant 700 millions d’adultes, de même que 50 
millions d’enfants d’âge préscolaire, avec en plus 2,5 milliards d’adultes en surpoids, selon les 
données de 2015 de l’Organisation mondiale de la Santé (OMS) et de l’International Obesity 
Task Force (IOTF). Le surpoids, l’obésité et leurs complications sont le cinquième facteur de 
risque de décès au niveau mondial (OMS 2013). L’obésité est associée à une augmentation 




populationnel à risque pour le développement du diabète et de ses complications. L’obésité 
abdominale est davantage associée aux composantes du syndrome métabolique, à la résistance 
à l’insuline et au risque de diabète de type 2. Souffrir d’au moins trois critéres de santé parmi 
les cinq suivants, indique la présence du syndrome métabolique : 1) un surplus de poids corporel 
surtout abdominal (IMC au-delà de 25 kg/m2 et tour de taille ˃102 cm/hommes et ˃ 89 
cm/femmes) ; 2) une haute pression artérielle (≥130/85 mmHg) ; 3) un taux de triglycérides 
sanguins ≥ 1,7 mmol/L ; 4) un taux de bon cholestérol HDL ≤ à 1,03 mmol/L /hommes et ≤ 1,29 
mmol/L/femmes). Souvent associées au syndrome métabolique nous retrouvons ,avec le temps, 
l’intolérance au glucose, une résistance à l’insuline indiquée par une glycémie à jeun ≥ 5,6 
mmol/L, la sécrétion d’insuline perturbée, les stéatoses hépatiques, la dyslipidémie, 
l’athérosclérose et les maladies cardiovasculaires (Kahn and Flier 2000). Lorsque 
l’augmentation de la sécrétion d’insuline par le pancréas ne compense plus pour la résistance à 
l’insuline de l’organisme, l’hyperglycémie s’installe. Dans l’obésité associée à la résistance à 
l’insuline et à l’inflammation chronique, plusieurs voies métaboliques seront affectées, 
perturbant plusieurs cascades de signalisation dans les cellules (Pocai et al. 2005, Qatanani and 
Lazar 2007). Chez les sujets obèses, l’augmentation des acides gras  plasmatiques peut 
également contribuer au développement de la résistance à l’insuline par l’activation de diverses 
protéines kinases (Petersen and Shulman 2006). Plusieurs perturbations de diverses adipokines 
(augmentation de la résistine, RBP4, TNFα,  Interleukin-6 et diminution de l’adiponectine) 
contribuent également à la résistance à l’insuline (Kershaw and Flier 2004). L’accumulation des 
macrophages dans les tissus adipeux blancs dans l’obésité, augmente la production de cytokines 
inflammatoires, qui diminuent aussi la sensibilité à l’insuline (Weisberg et al. 2003). Parmi les 
changements associés à l’obésité les diminutions des influx nerveux, dans les réponses 
cérébrales à des signaux hormonaux et métaboliques, affaiblissent aussi la sensibilité à l’insuline 
(Pocai et al. 2005).  
Le diabète de type 2 est une maladie chronique classée comme la quatrième cause 
mondiale de mortalité, et elle touchera approximativement 300 millions de personnes en 2025, 
selon les projections de l’OMS en 2012, représentant près de 90% de toutes les formes de 
diabète. L’étiologie du diabète de type 2 est multifactorielle, ayant des causes génétiques, 
environnementales et d’habitudes de vie, avec un risque augmenté dans l’obésité, le syndrome 




clinique, se manifestant parfois par des symptômes classiques de polyurie, polydipsie et 
polyphagie, est caractérisé par divers degrés d’hyperglycémie chronique (glycémie > 126mg/dl 
à jeun (7 mmol / L) et > 200mg/dl (10mmol / L) 2 h après l’ingestion orale de 75g glucose). La 
résistance à l’insuline est associée à des perturbations majeures dans les métabolismes des 
glucides, lipides et protéines et à une dysfonction de la cellule bêta du pancréas (OMS, 2009). 
À long terme des complications chroniques peuvent survenir si le diabète est mal contrôlé. 
Mentionnons la rétinopathie qui représente la deuxième cause de cécité (Fong et al. 2003), la 
néphropathie qui est la première cause d’insuffisance rénale terminale (Molitch et al. 2003, 
Molitch et al. 2004), la neuropathie qui est la première cause d’amputation non traumatique 
(Mayfield et al.2003) et une cause majeure  ( 75% de plus selon ADA, 2012) de maladies 
cardiovasculaires (Kannel et al. 1990). Dans la physiopathologie du diabète de type 2, on note 
la résistance à l’insuline souvent associée à l’obésité avec hyperinsulinémie au stade 
prédiabétique. La sécrétion compensatoire augmentée d’insuline mène progressivement à 
l’épuisement des cellules β du pancréas. Lorsque les cellules β ne peuvent plus compenser pour 
la résistance à l’insuline, il s’en suit une hyperglycémie et l’installation du diabète avec ses 
symptômes et ses risques métaboliques (Saltiel 2000). 
 
2.3. Aspects métaboliques de la résistance à l'insuline et du diabète de type 2 
Le foie, les muscles squelettiques et les tissus adipeux sont des cibles majeures de l'action 
métabolique de l'insuline. L'insuline régule l'homéostasie du glucose en diminuant la production 
hépatique de glucose dans le sang et en augmentant la captation du glucose circulant, par les 
muscles et les tissus adipeux. Dans des conditions physiologiques les muscles squelettiques, de 
par leur masse, sont des sites prédominants d'absorption de glucose, moins de glucose étant 
absorbé par les tissus adipeux.   
Dans l’obésité, le syndrome métabolique et le diabète de type 2, tous les organes du 
corps sont affectés par différentes perturbations pathologiques, mais certains tissus le sont 
précocement. C’est notamment le cas du pancréas, des tissus adipeux, des muscles et du foie 
puisqu’ils sont davantage impliqués dans le métabolisme de l’insuline, du glucose et du 
métabolisme énergétique en général (Stumvoll et al. 2005). Les tissus adipeux représentent des 
tissus clés dans l’installation du syndrome métabolique, étant donné leur implication dans 




pas seulement un dépôt de substrat énergétique, il est également un tissu endocrine qui sécrète 
diverses adipokines avec fonctionnalités paracrines ou endocrines (Duncan et al. 2007, Frayn et 
al. 2006, Kahn and Flier 2000). Ces cytokines et hormones secrétées par le tissu adipeux ont un 
grand impact sur la sensibilité à l’insuline dans l’organisme et l’évolution de l’obésité vers le 
syndrome métabolique, le prédiabète et éventuellement le diabète de type 2 (Catalán et al. 
2009b, Tönjes et al. 2010). Il existe des différences métaboliques selon la topographie des tissus 
adipeux (sous-cutané versus viscéral) (Gesta et al. 2006, Peinado et al. 2010) et encore plus 
entre les types des tissus adipeux comme par exemple blanc (WAT) versus brun (BAT) 
(Enerbäck 2009, 2010a, b). Le tissu adipeux blanc est la principale réserve d’énergie, où les 
acides gras de la diète sont estérifiés et entreposés sous forme de triglycérides. Les muscles 
influencent grandement l’homéostasie énergétique de l’organisme, de par leur métabolisme 
énergétique intense qui entraîne l’absorption et l’oxydation des sucres et des acides gras de la 
circulation. Le foie est également affecté par le diabète qui perturbe l’équilibre entre 
l’accumulation, la synthèse et la sécrétion de glucose dans le sang. Il est maintenant établi que 
même l’appareil digestif et la flore intestinale jouent un rôle dans  le développement de l’obésité 
et du diabète (Burcelin et al. 2009, Serino et al. 2013, Serino et al. 2009).    
Ces pathologies, influencent grandement les tissus de l’organisme où plusieurs voies 
métaboliques et cascades géniques sont affectées de manière spécifique. La sensibilité à 
l’insuline et le métabolisme énergétique sont principalement affectés (Bouzakri et al. 2004, 
Morino et al. 2008, Morino et al. 2006), mais la littérature demontre également de plus en plus 
de perturbations dans le métabolisme de la vitamine A (Frey and Vogel 2011). Comprendre les 
éléments qui mènent à l’état prédiabétique, est important autant pour la prévention que pour le 
traitement du diabète de type 2. Parmi ces éléments, on retrouve chez le patient obèse et dans 
les  modèles animaux d’obésité, un apport excédentaire d’énergie, une baisse de l’activité 
physique, la diminution de la sensibilité à l’insuline, et un métabolisme des acides gras perturbé 
(Blaak et al. 2000a, Blaak et al. 2000b). Nous rappelons que le développement de l’obésité et 
de la résistance à l’insuline, du syndrome métabolique et du diabète de type 2 est multifactoriel, 
incluant des cofacteurs génétiques et de mauvaises habitudes de vie (Bastard et al. 2000a, 
Bastard et al. 2000b, Rieusset et al. 2004). Parmi les éléments pouvant coexister dans ces 
pathologies, on peut énumérer : 1) Un métabolisme énergétique perturbé qui diminue la 




2) L’obésité et le gras ectopique qui contribuent également à la résistance à l’insuline. 
Un excès d’acides gras libres (AGL) conduit à la lipotoxicité qui va freiner la sécrétion de 
l’insuline ainsi que son action. Cet effet peut conduire au développement de prédiabète et 
éventuellement du diabète avec hyperglycémie. La combinaison de l’hyperlipidémie et de  
l’hyperglycémie conduit à la gluco-lipotoxicité (Prentki 1996, Prentki et al. 2002, Prentki and 
Nolan 2006); 3) Des altérations dans la morphologie des mitochondries (Galloway et al. 2012a, 
Galloway et al. 2012b, Galloway and Yoon 2012a, b), dans leur fonctionnement (James A. M. 
et al. 2012, Kelley et al. 2002, Petersen and Shulman 2006, Morino et al. 2005, Ritov et al. 2005, 
Lowell and Shulman 2005) et dans leur biogenèse (Mootha et al. 2003, Patti et al. 2003, Debard 
et al. 2004) ; 4) Un stress oxydatif (ROS/H2O2) augmenté (Bonnard et al. 2008, Bravard et al. 
2011) ; 5) Plusieurs adipokines reliées à la résistance à l’insuline, dont la RBP4, augmentées ( 
ex.protéine C réactive, résistine, PAI1-« plasminogen activated factor 1», TNFα - « tumor 
necrosis factor α » , IL6- « interleukin 6 ») (Rajala and Scherer 2003).  
Parmi les principales perturbations moléculaires dans la résistance à l’insuline nous 
retrouvons une phosphorylation anormale (sur serine) du substrat de l’insuline IRS1, ce qui 
bloque la phosphorylation normale (sur une tyrosine) du IRS1 en présence de l’insuline, 
bloquant ensuite tout l’axe de signalisation IRS1-PI3K-PKB/AKT-GLUT4, donc la 
fonctionnalité et la translocation membranaire de la protéine GLUT4. Ceci entraîne une 
diminution de l’entrée du glucose sanguin dans la cellule (Bouzakri et al. 2004, Qatanani and 
Lazar 2007, Morino et al. 2008). La phosphorylation est la fixation d'un groupe phosphate 
(PO43-) sur une molécule protéique. Cette réaction chimique est catalysée par des enzymes 
kinases, qui fixent un ou plusieurs groupes phosphates sur des acides aminés ciblés, tels la 
tyrosine et/ou la sérine pour l’IRS1. La phosphorylation est un processus temporaire pour 
moduler l'activité de certaines protéines. Le processus contraire est la déphosphorylation par des 
phosphatases (Jaspard E.2004). L'absorption de glucose, stimulée par l'insuline, dans les cellules 
musculaires et les adipocytes dépend en grande partie de la translocation, régulée par l'insuline, 
du transporteur de glucose GLUT4 de compartiments intracellulaires à la membrane cellulaire 
(Shepherd and Khan, 1999). L'expression de GLUT4 est diminuée dans les adipocytes mais pas 
toujours dans les muscles squelettiques des animaux et des humains atteints d'obésité et de 
résistance à l’insuline (DeFronzo 1997, Shepherd and Khan 1999, Abel et al.2001). Étant donné 




(mRNA) non altérée du gène GLUT4 dans les muscles est surprenant. L’équipe d’Abel et al. 
(2001) a alors suggéré une dysfonction de la protéine GLUT4 et proposé la possibilité qu’un 
nouveau facteur sécrété dans la circulation à partir des tissus adipeux, dont l’expression de 
GLUT4 est diminuée, puisse contribuer, entre autres, à perturber l’installation et la 
fonctionnalité de la protéine GLUT4 au niveau membranaire des myocytes, diminuant ainsi leur 
sensibilité à l’insuline. Un tel facteur semble être la RBP4, une protéine hépatique connue en 
tant que transporteur du ROL dans le sang, qui depuis 2005 fut également caractérisée en tant 
qu’adipokine qui contribue à la résistance à l’insuline, les mécanismes n’étant pas complétement 
élucidés (Yang et al. 2005, Graham et al 2006, Tamori et al. 2006).   
2.4 Association entre RBP4, obésité et résistance à l'insuline 
Après expérimentations sur des rongeurs, certaines études chez l’humain ont également observé 
des associations fortes entre les concentrations élevées de RBP4 dans le sérum, l’obésité et la 
résistance à l’insuline (Aeberli et al. 2007, Gavi et al. 2007). Toutefois, d’autres études n’ont 
pas pu confirmer cette corrélation directe entre la résistance à l’insuline et la RBP4 sérique 
augmenté (Broch et al. 2007, Cabré et al. 2007, Yagmur et al. 2007). Cette contradiction pourrait 
être attribuée à des méthodologies d’évaluation différentes (Graham T. E. et al. 2007). Plus de 
recherches sont nécessaires autant sur la souris que chez l’humain. 
2.4.1 Études expérimentales sur la RBP4 et la résistance à l'insuline 
 
Nous avons vu que le tissu adipeux exprime et sécrète dans la circulation plusieurs 
adipokines parmi lesquelles la RBP4. Cette adipokine a la même structure que le transporteur 
hépatique de rétinol RBP4, sans toutefois sortir du ROL (apo-RBP4) du tissu adipeux. Plusieurs 
études ont observé une corrélation significative entre les concentrations sériques élevées de 
RBP4 et l’obésité, la résistance à l’insuline et le diabète de type 2. De plus elles ont démontré 
que  les souris RBP4/KO conservent une meilleure sensibilité à l’insuline, même en conditions 
d’obésité et de diète riche en gras (D'Ambrosio et al. 2011, Tönjes et al. 2010,Yang et al. 2005). 
La participation de la RBP4 à la résistance à l'insuline a été documentée par Yang et al en 2005, 
par une analyse globale de l'expression des gènes des tissus adipeux hébergeant une inhibition 
génétique primaire et exclusive de l'expression du GLUT4 (Fat-GLUT4/KO). Ces chercheurs 




avec une ablation spécifique du GLUT4 adipocytaire, alors qu'ils ont diminué de 54% chez des 
souris surexprimant la GLUT4 adipocytaire, ce qui a permis d'établir une relation inverse entre 
les expressions du GLUT4 et de la RBP4. Ainsi des souris transgéniques démunies du 
transporteur cellulaire de glucose GLUT4 dans leurs tissus adipeux seulement (Fat-GLUT4/KO) 
ont développé de la résistance à l’insuline, une concentration sérique de RBP4 augmentée et une 
expression (mRNA) augmentée de l’adipokine RBP4.Toutefois, ils n’ont pas présenté une 
expression hépatique (mRNA) augmentée de RBP4 (Yang et al. 2005). Les mêmes chercheurs 
ont démontré que les niveaux circulants de RBP4 sont augmentés non seulement dans plusieurs 
modèles murins d’obésité et de résistance à l'insuline (génétiquement obèses ou par alimentation 
à forte teneur en matières grasses, HFD « high fat diet »), mais aussi chez les humains avec ces 
conditions cliniques. De plus, ils ont démontré que lorsqu’elles sont traitées avec un agoniste du 
PPAR-γ (rosiglitazone), les souris Fat-GLUT4/KO ont présenté une amélioration de la 
sensibilité à l’insuline et de la tolérance au glucose, ainsi qu’une baisse de la concentration de 
la RBP4 sérique. Lorsque les niveaux de la RBP4 circulante ont été augmentés artificiellement 
chez la souris (par surexpression génique ou en injectant de la RBP4), on a induit une résistance 
à l'insuline, alors que le knock-out du gène codant pour la RBP4, a augmenté la sensibilité à 
l'insuline. Il a donc été suggéré que la RBP4 contribuait à la résistance à l’insuline (D'Ambrosio 
et al. 2011, Graham T. E. et al. 2006c, Tamori et al. 2006, Yang et al. 2005). A l’aide de souris 
obèses et GLUT4-KO seulement dans leurs adipocytes, Yang et al. ont démontré en 2005 et 
Tamori et al. ont confirmé en 2006, que le  mécanisme passerait par la sécrétion adipocytaire de 
RBP4, stimulée par l’expression adipocytaire diminuée de GLUT4 en condition d’obésité 
sévère. Cette adipokine RBP4 contribuerait ensuite à diminuer la fonctionnalité des GLUT4 et 
à augmenter la RI au niveau membranaire des myocytes, diminuant la sensibilité des muscles à 
l’insuline. Il s’ensuit une diminution d’absorption du glucose sanguin par les muscles.  
Chez des rats hypertendus, une concentration sanguine élevée de la RBP4 et 
l’augmentation des taux d'expression de la RBP4 dans le foie et le tissu adipeux ont été associées 
à la résistance à l'insuline (Ou et al. 2011). Le traitement de ces rats avec du fenrétinide pour 
augmenter l'excrétion urinaire de RBP4 a considérablement diminué les taux circulants de 
RBP4, diminution accompagnée d’une amélioration de la sensibilité à l'insuline.  Chez les souris 
nourries par la HFD, la suppression d’expression de la RBP4 dans les tissus adipeux et le foie, 




meilleure sensibilité à l'insuline (Tan et al. 2011). Bien que le mécanisme soit incertain, il 
semblerait qu’une concentration sérique élevée de RBP4, stimule aussi une enzyme spécifique 
dans le foie (la « phosphoenolpyruvate carboxykinase » - PEPCK) ce qui stimule la sécrétion 
hépatique de glucose dans le sang (Yang et al. 2005). Parallèlement, l’augmentation de la RBP4 
sérique diminuerait la sensibilité à l’insuline dans les muscles, possiblement par l’inhibition de 
la phosphorylation normale (sur tyrosine) du récepteur membranaire à l’insuline (IR) et son 
substrat IRS1 (Frey and Vogel 2011, Tamori et al. 2006).  L’effet conjugué de ces deux 
phénomènes, contribuerait à l’hyperglycémie sanguine pré-diabétique et ensuite au diabète 
lorsque la sécrétion pancréatique d’insuline n’arrive plus à compenser pour la résistance à 
l’insuline. Chez des rats obèses, l’administration de fénofibrate, un activateur de PPARα, a 
considérablement diminué les taux d'ARNm adipocytaires de RBP4, mais pas dans le foie. Une 
corrélation avec des taux réduits de la RBP4 circulante et une amélioration de la sensibilité à 
l'insuline a été établie (Wu et al. 2009). Dans nos propres travaux avec un traitement spécifique 
à l’AR, des taux de RBP4 circulante très élevés ont été abaissés chez des souris sévèrement 
obèses, RI et diabétiques (ob/ob), ce qui a entraîné une augmentation de leur sensibilité à 
l'insuline (Manolescu et al. 2010). Il est probable qu’en plus d'abaisser la RBP4 du sérum, l’AR 
pourrait exercer ses effets sur l'homéostasie du glucose et de la vitamine A en modulant 
l’expression des divers gènes associés et dépendants des récepteurs de l’AR, comme par 
exemple des gènes du métabolisme du ROL ou encore certains gènes impliqués dans le 
métabolisme énergétique. Les résultats expérimentaux chez les animaux suggèrent que la RBP4 
contribue à la résistance à l'insuline induite par l'obésité et qu’elle pourrait être une cible pour 
le traitement du T2DM.   
2.4.2 Études cliniques : relations RBP4, résistance à l'insuline et diabète de type 2 
Chez les sujets obèses non diabétiques et diabétiques, les taux sériques de RBP4 sont 
augmentés et positivement corrélés avec l'indice de masse corporelle (IMC) (Graham et al. 2006, 
Yang et al.2005). Certaines variantes du gène de la RBP4, tel que celles engendrées par 
l’accumulation de plusieurs polymorphismes mono-nucleotidiques (SNPs), ont été associées 
à des expressions augmentées (mRNA) du gène de la RBP4 dans le tissu adipeux viscéral, à des 
taux sériques augmentés d’acides gras libres, à l’obésité et à l’accumulation de masse adipeuse 




auteurs ont également signalé une association entre les taux augmentés de la RBP4 circulante et 
l’augmentation de la masse adipeuse viscérale (Cho et al.2006, Gavi et al.2007, Jia et al. 2007, 
Lee et al.2007, Kelly et al. 2010). De plus, des niveaux circulants élevés de RBP4 sont associés 
à des marqueurs d'inflammation systémique, et à une circonférence de la taille et un rapport 
taille-hanche élevés (Hermsdorff et al.2010). 
La diminution du poids, obtenue par exercice physique et/ou chirurgie bariatrique, 
entraîne une réduction des taux de RBP4 circulante et adipocytaire (Graham et al. 2006, Janke 
et al. 2006, Haider et al. 2007, Vitkova et al.2007, Lee et al.2008). La diminution du poids 
corporel s'accompagne d'une diminution des taux sanguins de RBP4 et d'une meilleure 
sensibilité à l'insuline même chez des sujets non diabétiques (Lee et al.2008). Ces auteurs ont 
également observé une corrélation directe entre la diminution des taux sériques de RBP4 et ceux 
du tissu adipeux viscéral abdominal. Chez les sujets obèses, la concentration de la RBP4 sérique 
est associée négativement à la sécrétion d'insuline (Broch et al.2007). La diminution du taux de 
la RBP4 circulante corrélait positivement avec la réduction des taux de triglycérides et 
négativement avec l'augmentation du cholestérol HDL chez des femmes obèses, après la perte 
de poids due à la chirurgie bariatrique (Broch et al.2010). Le niveau de la RBP4 circulante est 
corrélé positivement avec l’intensité de la stéatose hépatique plutôt qu'avec la masse adipeuse 
totale chez les sujets non diabétiques (Stefan et al.2007). Le profil protéinique et métabolomique 
du sérum a révélé une association directe de la concentration sanguine de RBP4 avec des 
marqueurs de l'obésité (Oberbach et al.2011). Dans une autre étude, la diminution du poids par 
exercice physique chez des femmes obèses a entraîné une réduction du taux de la RBP4 
circulante, plus fortement associée à une amélioration de la sensibilité à l'insuline que d’autres 
adipokines (Graham et al.2006). Chez des sujets obèses et à jeun, la concentration de la RBP4 
circulante corrélait positivement avec le rétinol dans le sang (Mills et al.2008). Ces chercheurs 
ont également signalé une baisse du ration ROL/RBP4 chez les sujets obèses en raison de l'apo-
RBP4 élevée (Mills et al.2008). Il existe donc une forte corrélation entre l'obésité et 
l'augmentation des taux sanguins et adipocytaires de RBP4. 
Les taux sanguins de RBP4 sont positivement corrélés avec l’intensité de la résistance à 
l'insuline chez les sujets atteints d'obésité, d’intolérance au glucose ou de T2DM et/ou chez des 
sujets non-diabétiques mais ayant une forte histoire familiale de T2DM (Yang et al.2005, Cho 




d'expression des adipokines sériques dans les tissus adipeux des patients atteints de résistance à 
l’insuline et/ou de T2DM, a démontré une augmentation de l'expression de RBP4 dans les 
adipocytes sous-cutanées, suggérant que l'élévation du taux de la RBP4 circulante dans ces 
pathologies résulte, du moins en partie, d'une synthèse et d’une sécrétion accrus de RBP4 à 
partir de tissus adipeux sous-cutanés (Samaras et al.2010). 
L'augmentation des taux sanguins de RBP4 est associée à la résistance à l'insuline chez 
les femmes post-ménopausées et chez les personnes âgées (An et al.2009, Suh et al. 2010). Ainsi 
les concentrations sanguines élevées de la RBP4 sont associées à l’évolution de plusieurs 
composants du syndrome métabolique, tels que l'augmentation de l'IMC, le ratio taille-hanche, 
les triglycérides sériques et la pression artérielle systolique. Les interventions qui ont diminué 
la résistance à l'insuline chez l'homme, dont l'activité physique, ont réduit également la 
concentration sanguine de la RBP4 (Haider et al. 2007, Lim et al. 2008, Ku et al. 2010). Il est à 
remarquer, néanmoins, que l'exercice physique s'accompagne d'une réduction des taux sanguins 
de la RBP4 uniquement chez les sujets pour lesquels la sensibilité à l'insuline s'est améliorée. 
Le traitement à la rosiglitazone, qui augmente la sensibilité à l’action de l’insuline, réduit le taux 
de RBP4 circulante chez les patients atteints de T2DM (Jia et al. 2007). Plusieurs variantes du 
gène de la RBP4 sont également associées à une incidence accrue du T2DM (Craig et al.2007, 
Kovacs et al.2007, Hu et al.2008, van Hoek et al.2008). Ces observations suggèrent que les taux 
sériques de RBP4 sont déjà élevés dans les premiers stades de la résistance à l'insuline et 
pourraient être un prédicteur du développement du T2DM, ce qui permettrait des interventions 
précoces. Il appert que des facteurs qui diminuent la résistance à l’insuline tels que l'exercice, 
la perte de poids et les sensibilisateurs à l'insuline, diminuent également les taux sanguins de la 
RBP4. Ces taux de RBP4 pourraient donc servir d’indice complémentaire pour évaluer 
l’amélioration de la sensibilité à l'insuline. Certains auteurs ont même postulé que les taux élevés 
de la RBP4 circulante pourraient également être un biomarqueur utile dans l'athérosclérose et le 
développement de maladies cardiovasculaires (Cabre et al.2007, Ingelsson et al.2009, Stuck and 
Kahn 2009, Sasaki et al.2010, Pala et al.2012). Il est à remarquer qu’un taux de RBP4 
épicardique élevé et des taux diminués de GLUT4 dans les tissus adipeux épicardiques et sous-
cutanés sont associés à la maladie coronarienne (Salgado-Somoza et al.2012). L'augmentation 
des taux de la RBP4 circulante est observée chez les patients atteints de cardiomyopathie 




ces études révèlent une association entre la RBP4 sérique et la maladie coronarienne, il n'est pas 
clair si l'augmentation de RBP4 observée chez ces patients est la cause ou plutôt la conséquence 
d'une telle maladie.   
2.4.3 RBP4 dans le diabète sucré gestationnel   
Plusieurs auteurs ont signalé l'augmentation des taux de la RBP4 sérique chez les 
femmes enceintes atteintes de diabète sucré gestationnel (GDM) « gestational diabetes mellitus 
» (Klein et al.2010, Su et al.2010, Ortega-Senovilla et al.2011, Saucedo et al.2011). Ces études 
suggèrent que les taux sériques de RBP4 pourraient être considérés comme un marqueur 
pertinent de la résistance à l'insuline et du métabolisme lipidique altéré pendant la grossesse. 
Une corrélation positive a été trouvée entre les concentrations de RBP4 dans le sang du cordon 
ombilical et le poids du bébé à la naissance, ce qui suggère que la RBP4 est impliquée dans la 
croissance du fœtus (Chan et al.2011). Dans une autre étude, les taux sériques de la RBP4 et son 
expression dans les tissus adipeux sous-cutanés se sont révélés élevés chez les femmes enceintes 
atteintes de GDM, ce qui suggère que l'expression de RBP4 trop élevée dans les tissus adipeux 
peut contribuer à l'augmentation de la RBP4 sérique dans ces conditions (Kuzmicki et al.2011). 
Une étude, qui n’a pas trouvé des taux sériques de RBP4 élevés chez des femmes atteintes de 
GDM, a néanmoins trouvé que ces mêmes taux de RPB4 avaient beaucoup augmenté tout de 
suite après l’accouchement (Krzyzanowska et al.2008). Ils avaient également trouvé que le ratio 
molaire RBP4: ROL circulants durant la grossesse était plus élevé et corrélé avec les glycémies 
à jeun chez ces patientes. Ils ont donc suggéré qu’en plus des valeurs individuelles du ROL et 
de la RBP4, des ratios molaires RBP4: ROL (ou ROL: RBP4) pourrait être un marqueur 
révélateur, pour l’évaluation de la résistance à l'insuline gestationnelle. 
2.4.4 RBP4, obésité et résistance à l'insuline chez les enfants et adolescents 
Le lien entre la RBP4, l'obésité et le syndrome métabolique a également été exploré chez 
les enfants et les adolescents de multiples milieux ethniques. Les niveaux de RBP4 circulante 
ont été élevés dans les deux groupes, en contexte de ces pathologies (Aeberli et al. 2007, 
Balagopal et al.2007, Reinehr et al.2008, Friebe et al.2011, Yeste et al.2010, Kim et al. 2011). 
Chez les enfants pré-pubertaires et pubertaires précoces, le taux circulant de RBP4 et le ratio 
RBP4/ROL (ou ROL/RBP4) étaient positivement corrélés avec l'obésité et les principaux 




cette même étude, d'autres paramètres, tels que l'apport alimentaire en vitamine A et 
l'inflammation sub-clinique, ont également été évalués, et une corrélation positive a été 
démontrée entre les taux sanguins de la RBP4 et ceux de la protéine C réactive de haute 
sensibilité, un indice inflammatoire reconnu. De plus, une association directe entre les niveaux 
sanguins de RBP4, la résistance à l'insuline et les triglycérides a été observée, même chez des 
adolescents non-obèses, et entre la RBP4 et les triglycérides chez des adolescents obèses (Lee 
et al.2007). Les taux circulants de RBP4 sont élevés chez les enfants obèses souffrant 
d'intolérance au glucose et sont positivement corrélés avec le taux sanguin d’insuline, ce qui 
suggère que la RBP4 peut contribuer au développement de la résistance à l'insuline (Yeste et 
al.2010). Une autre étude a démontré que les taux sériques de RBP4 étaient corrélés 
positivement avec la masse adipeuse et la résistance à l'insuline chez les enfants obèses, mais 
pas avec la résistance à l'insuline pendant la puberté (Santoro et al.2009). Dans une cohorte 
rétrospective, l'augmentation des taux sanguins de la RBP4 était associée à une plus grande 
probabilité d'aggravation de la résistance à l'insuline chez les adolescents noirs en surpoids 
(Goodman et al.2009). Cette étude a également suggéré l'utilité de la RBP4 circulante en tant 
que biomarqueur de risque. Chez les enfants obèses, cette RBP4 a été principalement associée 
à l’augmentation de la masse adipeuse et, secondairement, à des paramètres du syndrome 
métaboliques et cardiovasculaires (Friebe et al.2011). Au début et à la mi-adolescence, les 
concentrations sanguines de RBP4 sont directement associées à de multiples facteurs de risque 
pour des comorbidités liées à l'obésité (Conroy et al.2011). Cependant, une autre étude a trouvé 
que les niveaux circulants de RBP4 étaient indépendamment associés à l’obésité et au 
développement pubertaire, mais pas à la résistance à l'insuline (Rhie et al.2011). Dans une étude 
de cohorte prospective, les enfants en surpoids avaient des concentrations sanguines de RBP4 
significativement plus élevées que les enfants de poids normal (Choi et al. 2011). Des 
interventions sur le mode de vie (comme le sport) ont diminué les taux sériques de RBP4, en 
corrélation positive avec la diminution des marqueurs inflammatoires (Balagopal et al.2007). 
Dans une étude longitudinale sur des enfants obèses, la perte de poids a diminué les taux 
circulants de RBP4, le ratio RBP4/ROL et la résistance à l’insuline, suggérant un lien entre la 




2.4.5 La RBP4 dans la néphropathie diabétique   
La néphropathie diabétique est une complication micro-vasculaire qui se manifeste 
d’abord par l’apparition d’une micro-albuminurie et progressivement par une macro-
albuminurie et une baisse de la filtration glomérulaire (Tomaszewski et al. 2007, Nakamura et 
al. 2017, Doshi and Friedman 2017). Certains chercheurs ont trouvé que parmi les complications 
reliées au diabète, seule la néphropathie est fortement associée à des altérations du taux de la 
RBP4 circulante (Akbay et al. 2010). Plusieurs études ont observé une augmentation de la RBP4 
circulante chez les patients souffrant de diabète de type 2 ayant une micro-albuminurie et une 
baisse de la fonction rénale. Ainsi, les équipes de Scarpioni et Bernard, qui ont démontré des 
taux sanguins élevés de RBP4 si la fonction rénale est altérée, situation expliquée par un 
catabolisme et une filtration glomérulaire réduites de la RBP4 dans les reins malades (Scarpioni 
et al.1976, Bernard et al.1988). De plus, le catabolisme rénal altéré de la RBP4 entraîne 
l'accumulation d'une variante tronquée de RBP4 dans le plasma de patients atteints 
d'insuffisance rénale chronique (Jaconi et al.1996). Chez les patients diabétiques de type 2 
souffrant de micro-albuminurie, les taux circulants de RBP4 se sont révélés très élevés (Raila et 
al. 2007). La dysfonction rénale, telle que mesurée par les taux sériques d'acide urique, la 
sévérité de l'albuminurie et le taux de filtration glomérulaire chez les patients diabétiques, a été 
associée à une concentration de RBP4 circulante élevée (Chang et al. 2008, Henze et al. 2008). 
Masaki et collaborateurs ont démontré que les taux accrus de RBP4 circulante chez des patients 
diabétiques corrélaient positivement avec les taux de créatinine et négativement avec la 
clairance de la créatinine (Masaki et al. 2008). Même dans l’intolérance au glucose, une 
augmentation de la RBP4 dans le sang a été observée dans une population chinoise pré-
diabétique avec micro-albuminurie mais n’ayant pas encore une baisse de la fonction rénale (Xu 
et al 2009). Toutefois, la présence de rétinopathie ou de maladie cardiovasculaire chez des sujets 
diabétiques n’était pas associée à une augmentation de la concentration de RBP4 circulante 
(Akbay et al.2010). Il a également été observé chez des sujets non-diabétiques qu’une 
néphrectomie unilatérale était associée à une augmentation du rétinol et de la RBP4 circulants 
(Henze et al. 2011) et que les donneurs de rein sont plus à risque de développer de la résistance 
à l'insuline (Shehab-Elden et al.2009). Cependant, il n'est pas clair si l'élévation de la RBP4 




chez les donneurs rénaux. Il est donc suggéré que l’augmentation de la RBP4 circulante associée 
à la baisse de la fonction rénale dans le diabète serait due, du moins en partie, à la baisse de la 
filtration de la protéine de transport par le rein.  
2.5. Études sans corrélation entre la RBP4, l'obésité et la résistance à l'insuline 
 Il existe aussi quelques études effectuées chez l'humain qui n’ont pas trouvé des taux 
circulants de RBP4 élevés dans l'obésité ou dans le T2DM.L’équipe de Janke et collaborateurs 
n’a pas trouvé de corrélation directe entre la concentration sérique de RBP4 et la résistance à 
l'insuline et n’a détecté aucune différence dans les taux sanguins de RBP4 entre les femmes non 
diabétiques maigres et celles en surpoids ou encore obèses, après la ménopause (Janke et al. 
2006). De plus, ces chercheurs n'ont trouvé aucune corrélation entre l'expression adipocytaire 
du gène de la RBP4 et les concentrations sanguines de RBP4. Chez certains sujets masculins 
atteints de T2DM ou d'une maladie coronarienne, les taux circulants de RBP4 n’étaient pas 
directement corrélés avec la résistance à l'insuline (von Eynatten et al. 2007). Dans une autre 
étude, les taux circulants de RBP4 n'étaient pas différents entre des humains sains et ceux qui 
étaient résistants à l'insuline et n'ont pas été corrélés avec la sensibilité à l'insuline non plus 
(Promintzer et al.2007). Il y a même une étude qui, contrairement à l’augmentation traditionnelle 
du taux de la RBP4 circulante chez les patients atteints de T2DM, a mis en évidence une baisse 
de la concentration sanguine de RBP4 (Erikstrup et al. 2008). Néanmoins ces chercheurs ont 
observé des ratios de RBP4/ROL plus élevés chez les individus atteints de T2DM, et ils ont 
suggéré que des taux plus élevés de RBP4, par rapport au ROL, exprimés en RBP4/ROL ou 
ROL/RBP4, sont peut-être plus suggestifs que la RBP4 seule. Une restriction calorique chez des 
femmes obèses, non diabétiques, et pré-ménopausées a entraîné une réduction de l'expression 
de RBP4 adipocytaire et des taux circulants de RBP4. Cependant, aucune corrélation n'a été 
trouvée entre ces variations de RBP4 induites par le régime alimentaire et la sensibilité à 
l'insuline (Vitkova et al.2007). Dans une autre étude clinique, malgré une large gamme d'IMC 
et de résistance à l'insuline, aucune relation significative n'a été observée entre l'expression du 
gène de la RBP4 dans le tissu adipeux ou la concentration de RBP4 dans le sang et la résistance 
à l'insuline (Yao-Borengasser et al.2007). 
 Les taux de RBP4 sont réduits dans le sang des patients atteints de cirrhose du foie et 




étude, aucune corrélation n'est ressortie entre les taux circulants de RBP4 et la résistance à 
l'insuline chez des femmes à risque de maladie vasculaire, soient-ils élevés ou faibles (Silha et 
al. 2007). Broch et collaborateurs n'ont pas signalé de différences de concentrations de la RBP4 
circulante entre des sujets maigres, en surpoids ou obèses, ni aucune association avec l’âge, 
l’IMC, le rapport taille-hanche ou la sensibilité à l'insuline. Cependant, ils ont trouvé une 
association négative de la RBP4 circulante avec la sécrétion d'insuline chez des sujets obèses 
(Broch et al.2007). Une autre étude, sur des Mexicains américains, n'a pas clairement démontré 
des liens entre la RBP4, l'obésité, la résistance à l'insuline globale ou la sécrétion d'insuline. 
Néanmoins, l'élévation de la RBP4 circulante et son association avec une tolérance au glucose 
diminuée ont été observées (Chavez et al. 2009). Les données d’une étude sur une population 
composée de jumeaux âgés ont indiqué que les taux élevés de RBP4 circulante dans le T2DM 
représentent un phénomène secondaire et non génétique, ayant probablement seulement un rôle 
mineur dans le développement de la résistance à l'insuline (Ribel-Midsen et al. 2009). Parlant 
des enfants et des adolescents obèses, il existe une étude qui n’a pas trouvé de taux sanguins de 
RBP4 différents entre les pré-pubères et les pubères, bien que les derniers soient sensiblement 
plus résistants à l'insuline, ce qui suggère un manque d'association causale entre la RBP4 et la 
résistance à l'insuline dans ces groupes populationnels (Santoro et al. 2009). Une autre équipe a 
révélé des taux de RBP4 plus élevés dans le sang des hommes obèses (IMC moyen 41,6 kg / 
m2) que chez les femmes obèses. Cependant, aucune association de cette RBP4 avec la 
résistance à l'insuline ou des composants du syndrome métabolique n'a été observée (Ulgen et 
al. 2010). 
Plusieurs explications ont été proposées pour le manque de corrélations positives observé 
entre les niveaux circulants de RBP4, l'obésité et la résistance à l'insuline dans les études 
cliniques ci-dessus. Dans la plupart des enquêtes chez l'homme, la fonction rénale n'a pas été 
prise en compte. Étant donné que le T2DM est souvent associé à un dysfonctionnement rénal, 
ce qui conduit à une élévation de la RBP4 dans le sang, il est possible que l'augmentation de la 
RBP4 circulante observée dans certaines études soit tributaire d’une fonction rénale altérée 
plutôt que d’une résistance à l'insuline en elle-même (Chang et al. 2008, Henze et al.2008, 
Masaki et al.2008). Les différences dans les populations étudiées, pour l'âge, le sexe, l'origine 
ethnique, la taille de l'échantillon, le degré de résistance à l'insuline, le degré d'obésité (mesuré 




divergents. L'âge et le sexe se sont révélé des déterminants indépendants de la RBP4 circulante 
(Cho et al. 2006, Gavi et al. 2007). Le statut de la vitamine A circulante des patients, qui peut 
être influencé par les concentrations sériques de RBP4, n'a pas été abordé (Promintzer et 
al.2007). Puisque le ROL est principalement transporté par de la RBP4, ses niveaux circulants 
peuvent être affectés par la résistance à l'insuline. Il est également possible que chez les patients 
diabétiques recevant des médicaments hypoglycémiants ou de l'insuline, ces traitements 
puissent affecter les taux circulants de RBP4 (von Eynatten et al. 2007, Chavez et al. 2009, 
Ribel-Madsen et al. 2009).  
Des lacunes méthodologiques dans la quantification des niveaux circulants de RBP4 
ainsi que la manipulation et le stockage des échantillons de sang ont également été évoquées. 
La plupart des études ont adopté un dosage immunoadsorbant enzymatique compétitif (ELISA) 
pour la RBP4 sérique. Les anticoagulants ajoutés lors de la collecte des échantillons de sang 
peuvent avoir altéré l'immuno-réactivité de la RBP4. Également, les taux élevés de lipides 
présents dans les échantillons de sang des patients obèses et diabétiques peuvent interférer avec 
l'ELISA. De plus, la conception expérimentale et les différents types d'anticorps utilisés dans 
les essais immunologiques peuvent avoir une incidence sur les taux sériques de RBP4. C’est 
pourquoi l’immuno-détection par immuno-buvardage western (Western Blot) standard est 
proposée comme fiable pour quantifier la RBP4 dans le sang, car elle fournit des quantités plus 
élevées et constantes de RBP4 circulante (Graham et al.2007).  
2.6. Mécanismes expliquant l’effet de la RBP4 dans la résistance à l'insuline  
Les mécanismes par lesquels la RBP4 induit une résistance à l'insuline ne sont pas bien 
compris. Il existe une corrélation évidente entre l’expression (mRNA) augmentée de l’adipokine 
RBP4 et la concentration sérique élevée de RBP4 chez l’animal insulino-résistant (Yang et al. 
2005) et chez des humains obèses et  diabétiques de type 2 (Graham T. E. et al. 2006c, Kelly et 
al. 2010, Samaras et al. 2010). Cependant la contribution exacte de la RBP4 venant du tissu 
adipeux à la concentration sérique totale de RBP4 n’est pas connue. Puisque la majorité de la 
RBP4 dans la circulation est d’origine hépatique, il est concevable que le foie aussi puisse 
contribuer à l’excès de RBP4 sérique, dans des conditions de résistance à l’insuline et diabète 
de type 2. Il n’est toujours pas clair si l’adipokine RBP4 transporte aussi du ROL (holo-RBP4) 




certaines études ont démontré que de la RBP4 d’origine extra-hépatique peut lier du ROL et de 
la TTR dans la circulation (Quadro L et al. 2004, Quadro L et al. 2003). Certains auteurs 
considèrent l’apo-RBP4 (sans ROL) comme étant plus réactive et plus susceptible d’induire de 
la résistance à l’insuline (Erikstrup et al. 2009),(Mills et al. 2008). D’autres auteurs considèrent 
que les deux formes de RBP4 (apo- et holo-) peuvent engendrer de la résistance à l’insuline dans 
les adipocytes en stimulant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, via les voies JNK (c-
Jun N-terminal kinase) et TLR4 (« toll like receptor 4 » ), (Norseen et al. 2012). Une autre 
hypothèse attribuerait la résistance à l’insuline plutôt au holo-RBP4 (RB4 avec ROL) qu’au 
apo-RBP4 (RBP4 sans ROL). Cette possibilité est soutenue par le fait qu’une molécule non-
rétinoïde (A1120) se lie au RBP4 et diminue sa concentration sérique, mais sans amélioration 
de la résistance à l’insuline (Motani et al. 2009). Alors que des rétinoïdes comme la fenrétinide 
diminuent  la concentration de RBP4 sérique et la résistance à l’insuline, possiblement par un 
mécanisme rétinoïde-dépendant (Preitner et al. 2009, Yang et al. 2005). Un autre fait évocateur 
d’un mécanisme rétinoïde-dépendant : dans la résistance à l’insuline, la RBP4 sérique 
augmentée est associée à l'expression hépatique augmentée du PEPCK, un gène contrôlé par 
l’AR (Lucas PC et al.1991), ce qui stimule la sécrétion hépatique de glucose dans le sang, 
augmentant la glycémie (Yang et al. 2005).  
Il a été démontré qu’une concentration sérique élevée de RBP4 diminue la sensibilité à 
l’insuline dans les muscles, possiblement par l’inhibition du récepteur membranaire à l’insuline 
(IR) et son substrat IRS1 (Tamori et al. 2006). Dans des cultures de pré-adipocytes humaines, 
la RBP4 inhibe la phosphorylation d’IRS1, bloquant ainsi la signalisation de l’insuline (Ost et 
al. 2007). D’autres recherches démontrent une dépendance de la RBP4 à un autre système 
impliqué dans l’homéostasie du glucose, le cAMP-HMGA1-RBP4, qui engage le gène « high 
mobility group A1» HMGA1 (Chiefari et al. 2009). Même la TTR a été  trouvée élevée chez des 
souris ob/ob insulino-résistantes, ce qui suggère une influence de la TTR sur la résistance à 
l’insuline via des particularités du lien RBP4-TTR (Berry et al. 2012a). Une autre étude a 
impliqué une contribution du fer, dans la résistance à l’insuline causée par la RBP4 (Fernandez-
Real et al. 2008). Certains suggèrent que la holo-RBP4 (ROL-RBP4) active la cascade 
STRA6/JAK2/STAT5, favorisant l’expression du gène SOCS3, un inhibiteur de la signalisation 
de l’insuline (Berry et al. 2012a, Berry et al. 2012b, Berry et al. 2011, Berry and Noy 2012, 




protéine de liaison de rétinol cellulaire associée, la CRBP. Ce transfert de ROL qui active le 
STRA6 déclenche aussi une cascade de signalisation médiée par une kinase, la « Janus kinase 
2 » ou JAK2 et ses facteurs de transcription associés : les traducteurs de signaux et activateurs 
de transcription 3 (STAT3) ou STAT5. Le STAT activé, est transféré dans le noyau où il induit 
l'expression de son gène cible, un suppresseur de signalisation pour cytokines, SOCS3 (« 
suppressor of cytokine signalling 3 »), qui est aussi un inhibiteur de IRS1. Il appert que le 
STRA6 peut ainsi indirectement inhiber les réponses à l’insuline, à travers cette cascade. 
L’activation du STRA6 s’arrête lorsque le CRBP, qui a reçu et lié le ROL, se dissocie du STRA6 
et délivre le ROL aux enzymes spécifiques dans la cascade métabolique intracellulaire des 
rétinoïdes. Par conséquent le STRA6 fonctionne comme une cytokine de transport et 
signalisation qui implique l’homéostasie et le métabolisme de la vitamine A dans les 
signalisations cellulaires (Noa Noy 2015, 2016). Quels que soient les mécanismes, plusieurs 
interventions ayant diminué la résistance à l’insuline chez l’humain, dont l’activité physique, 
ont été accompagnées d’une diminution de la concentration de RBP4 sérique (Balagopal et al. 
2007, Haider et al. 2007, Kovacs et al. 2007, Lim et al. 2008). Plus d’études sont nécessaires 
pour élucider les mécanismes de ces améliorations, afin d’établir la part des associations, des 
causes et des conséquences, et ouvrir des pistes thérapeutiques.  
2.7. Essais de gestion de la résistance à l'insuline et du diabète de type 2 
Une meilleure compréhension des mécanismes biomoléculaires impliqués dans le 
développement de la résistance à l’insuline, a orienté les recherches pour trouver des traitements 
mieux ciblés pour contrôler le diabète de type 2. Quelques avenues intéressantes pourraient 
être de: diminuer l’état d’inflammation chronique, diminuer la sécrétion d’adipokines 
impliquées dans la résistance à l’insuline, privilégier les acides gras non-saturés dans 
l’alimentation afin d’améliorer le métabolisme des lipides dans les muscles, privilégier la 
consommation d’antioxydants afin de diminuer le stress oxydatif, faire plus d’exercice 
physique, garder un poids santé. Également, la recherche reconnaît de plus en plus l’implication 
de la vitamine A et de diverses molécules reliées aux rétinoïdes, dans plusieurs aspects 
métaboliques touchant l’obésité, la résistance à l’insuline et le diabète de type 2, 




CHAPITRE 3 – La vitamine A dans l’obésité et le diabète de type 2 
3.1. Les rétinoïdes contrôlent la biologie des tissus adipeux 
Plusieurs recherches suggèrent que les diverses formes de la vitamine A (ROL, RE, RAL 
et AR) sont impliquées dans l’adipogenèse, l’homéostasie du glucose et la dépense énergétique 
(Bonet et al,2012). Dans le tissu adipeux, la vitamine A est active particulièrement sous forme 
d’AR (Petkovich PM 2001). Le récepteur de l’acide rétinoïque RXR forme des dimères avec le 
PPARγ, ce qui permet une grande influence de l’acide rétinoïque sur l’adipogenèse (Frey and 
Vogel 2011). Toutefois un excès de RAL, un métabolite intermédiaire du ROL, peut inhiber le 
PPARγ (Ziouzenkova O et al. 2007a). L’adipogenèse est régularisée par un complexe de 
cascades de signalisation, où le facteur PPARγ est une protéine  absolument  nécessaire pour 
que la différenciation des adipocytes puisse commencer (Rosen and Spiegelman 2001). Alors  
une inhibition indirecte du PPARγ, comme celle dont le RAL a été démontré capable, peut 
inhiber l’adipogenèse (Ziouzenkova O. et al. 2007b). Diverses études ont révélé des 
perturbations du métabolisme de la vitamine A dans l’obésité et le diabète, sans qu’une carence 
alimentaire en vitamine A ait été en cause (Trasino and Gudas 2015).Par exemple  l’activité des 
enzymes, dont les REH pour hydrolyser des RE en ROL, est diminuée chez les rats diabétiques 
(Chen M. et al. 2003). Autre signe d’une diminution d’activité enzymatique dans le métabolisme 
du ROL, les concentrations de ROL étaient augmentés dans le sang, les tissus adipeux et les 
muscles de nos souris obèses et diabétiques ob/ob (Manolescu et al.2010, 2012, 2013, 2015). 
Tout ceci peut contribuer à la diminution de la production endogène normale d’AR (Figure 8). 
Chez des patients obèses et diabétiques, les niveaux circulants de RE (précurseur de ROL) sont 
plus élevés que chez des sujets normaux (Wako et al. 1986). Les niveaux sériques de ROL 
étaient augmentés chez des patients prédiabétiques (Tavridou et al. 1997). Une déficience en 
vitamine A est également néfaste, car elle diminue significativement la néoglucogenèse chez 
des rats (Zhao S et al. 2012). La néoglucogenèse à partir du glycérol provenant de l'hydrolyse 
des triglycérides se produit dans le foie. Il est donc logique de penser qu’un blocage à long terme 
de cette néoglucogenèse pourrait favoriser les stéatoses hépatiques, positivement associés à la 
RI. Une diète enrichie en vitamine A contribuait à diminuer l’adiposité viscérale et le poids 
corporel chez les rats obèses, tout en améliorant leur sensibilité à l’insuline (Jeyakumar et al. 




2007, Frayn et al. 2006, Kahn and Flier 2000) et diverses hormones impliquées dans le syndrome 
métabolique, la RI et le développement du diabète de type 2 (Catalán et al. 2009a, Catalán et al. 
2009b, Tönjes et al. 2010). Parmi elles la RBP4, dont une concentration sanguine augmentée a 
été associée à l’obésité, à la RI et au diabète de type 2 (Park et al. 2012, Yang et al. 2005). Des 
ratios sanguins élevés RBP4:ROL ont été associés à la RI et au diabète, suggérant 
l’augmentation de l’apo-RBP4 (sans ROL) - possiblement plus réactive - dans la circulation 
(Erikstrup et al. 2009). De plus les tissus adipeux ont des localisations différentes (ex.: sous-
cutanée versus viscérale) (Gesta et al. 2006, Peinado et al. 2010) et le métabolisme de la 
vitamine A dans ces tissus varie selon leur topographie (Sima A et al. 2011). On retrouve 
également de grandes différences métaboliques entre le tissu adipeux blanc (WAT) et le tissu 
adipeux brun (BAT) (Enerbäck 2009, 2010a, b). Il est important de continuer les recherches sur 
le métabolisme des rétinoïdes dans  l’obésité, la RI et le diabète (Rosen and MacDougald 2006). 
Ce chapitre résume plusieurs études et données en la matière.  
3.1.1. Apport des rétinoïdes aux tissus adipeux  
Partant du foie, la vitamine A (ROL) circule dans le sang lié à sa protéine de transport 
RBP4 et à la TTR dans un complexe d’environ 71kDa, et se rend aux tissus cibles dont les tissus 
adipeux. Les concentrations homéostatiques de la holo-RBP4 (ROL-RBP4) dans le sang 
avoisinent 2-3 µM (Frey and Vogel 2011, Vogel et al. 1999). Le ROL est ensuite transféré dans 
les adipocytes via un récepteur membranaire spécifique, le STRA6. Après les repas, des RE et 
du β-carotène circulent dans le sang étant liés aux chylomicrons, à des résidus de chylomicrons, 
à des lipoprotéines à basse densité (LDL) et à des lipoprotéines à très basse densité (VLDL). 
Leurs rétinoïdes sont partiellement absorbés par le tissu adipeux, leur absorption étant facilitée 
par l’enzyme lipoprotéine lipase (LPL), d’origine adipocytaire. De petites quantités de rétinyl-
β-glucuronidés et d’AR lié à l’albumine circulante peuvent compléter l’apport de rétinoïdes aux 
adipocytes (Li Y. & Blaner et al. 2014, O’Byrne SM et al. 2013, Kurdlanski SB et al. 1995, van 
Bennekum et al. 2000).En plus du foie, les adipocytes peuvent entreposer des RE jusqu’à 
concurrence d’approximativement 20 % de tous les rétinoïdes du corps (Tsutsumi et al. 1992). 
Ces dépôts adipeux de RE, servent de réserve pour maintenir l’homéostasie de la vitamine A, 
advenant des déficiences ou dysfonctions majeures au niveau du foie, qui est la principale 




est faite par les enzymes de type acyltransférase (ARAT, DGAT1 et LRAT) alors que les RE 
hydrolases (REH) font le travail contraire (Blomhoff and Blomhoff 2006, Frey and Vogel 2011, 
Orland et al. 2005). 
3.1.2. Oxydation réversible du ROL en RAL dans les tissus adipeux 
Le ROL disponible dans les adipocytes provient de la circulation, par l’apport du 
complexe ROL-RBP4, et aussi par l’hydrolyse enzymatique des réserves adipocytaires de RE. 
Dans les adipocytes, le ROL peut être converti en rétinaldéhyde (RAL). Cette réaction oxydative 
réversible est catalysée par des enzymes alcool déshydrogénases (ADH1) appartenant à la 
famille enzymatique MDR et également par des enzymes rétinol déshydrogénases type 1 
(RDH1) appartenant à la famille enzymatique SDR (Parés et al. 2008). L’ADH1 est bien 
exprimée dans le tissu adipeux, alors que la RDH1 est prédominante dans le foie. Des souris 
transgéniques dépourvues de l’expression du gène RDH1 (RDH1-KO) nourries avec une diète 
pauvre en vitamine A (< 4IU/g), sont devenues obèses (Zhang M et al. 2007). Ceci pourrait être 
partiellement expliqué par une diminution de la production de RAL et l’expression augmentée 
du gène PPARγ stimulant l’adipogenèse (Frey and Vogel 2011,  Lobo et al. 2010, Ziouzenkova 
O. et al. 2007b). En plus, des enzymes β-carotène-oxygénase (BCO) peuvent convertir les 
molécules de β-carotène, en provenance du sérum, en deux molécules de RAL via un clivage 
enzymatique (BCMO1) central (Fierce et al. 2008, Paik et al. 2004, Redmond et al. 2001), ou 
vers un seul RAL par clivage enzymatique (BCO2) excentrique (Ziouzenkova O et al. 2007c). 
Des souris BCMO1-KO ont une homéostasie perturbée de la vitamine A dans les adipocytes 
associée à l’augmentation de poids et des acides gras libres dans le sang, une dyslipidémie et 
une stéatose hépatique (Hessel et al. 2007). Le gène BCMO1 est bien exprimé dans les 
adipocytes adultes et influence le gène PPARγ par la production de RAL qui peut s’y lier. Le 
RAL augmente la répression du gène PPARγ, ce qui diminue l’adipogenèse. Chez des animaux 
dont la principale source de vitamine A est le β-carotène, l’inactivation du BCMO mène à une 
diminution de la production de RAL et donc à une baisse de l’inhibition du gène PPARγ par le 
RAL. Il en résulte une augmentation de l’expression du gène PPARγ et une augmentation de la 
différenciation adipocytaire et de l’adipogenèse (Frey and Vogel 2011, Lobo et al. 2010, 




3.1.3. Particularités du RAL dans les tissus adipeux 
        En conclusion le RAL est capable d’inhiber l’adipogenèse autant in vitro qu’in vivo (Frey 
and Vogel 2011). L’inhibition des diverses enzymes qui affectent le RAL (ex.: production par 
ADH1, RDH1, BCO et/ou oxydation par RALDH1) amène une baisse ou une augmentation de 
la concentration de RAL dans les adipocytes; il en résulte une augmentation ou une diminution 
de l’obésité respectivement (Ziouzenkova O et al. 2007a, Ziouzenkova O. et al. 2007b). En effet, 
le RAL semble jouer le rôle d’un régulateur transcriptionnel, en se liant aux récepteurs 
nucléaires PPAR et RXR et en réprimant leur activation. Ainsi, plus de RAL conduit à une 
diminution d’expression du gène  PPARγ avec comme conséquence la diminution de la 
différenciation adipocytaire, de l’adipogenèse et de l’obésité (Ziouzenkova O et al. 2007a).  
 
3.1.4. Production d'acide rétinoïque dans les tissus adipeux 
          Dans les cellules, le rétinaldéhyde (RAL) est ensuite oxydé de façon irréversible pour 
produire de l’acide rétinoïque (RA). La réaction est catalysée par les enzymes rétinaldéhyde 
déshydrogénases (RALDH) présentes dans les adipocytes matures (Duester et al. 2003, Gagnon 
et al. 2003, Marchitti et al. 2008, Sima et al. 2011). Chez des souris RALDH1-/-, les 
concentrations de ROL et RAL augmentent dans les adipocytes (Ziouzenkova O et al. 2007a), 
accompagnées d’une diminution de l’adipogenèse (Reichert et al. 2011). Ces souris RALDH1-
KO présentent un poids diminué, une meilleure sensibilité à l’insuline et une meilleure glycémie 
que les témoins, même avec une diète riche en gras (Ziouzenkova O et al. 2007a). Donc 
l’enzyme RALDH1 peut influencer indirectement l’adipogenèse. Son inhibition mène à une plus 
grande concentration de RAL dans les adipocytes, ce qui inhibe l’expression des gènes PPAR, 
avec comme conséquence une diminution de l’adipogenèse et de l’obésité (Ziouzenkova O. et 
al. 2007b). Chez des souris, une plus grande expression (mARN) de la RALDH1 a été observée 
dans les préadipocytes du tissu adipeux viscéral (VF) comparativement au tissu adipeux sous-
cutané (SF) (Gesta et al. 2006). Ceci n’a pas été confirmé au niveau protéinique (Peinado et al. 
2010). Le contraire a été observé dans les cellules adipeuses matures, avec une plus grande 
quantité de RALDH1 dans le SF que dans le VF (Sima et al. 2011). Une augmentation de la 
RALDH2 a été observée dans les fractions vasculaires stromales (SVF) du SF aux deux niveaux, 
génique et protéinique (Peinado et al. 2010). Il est donc possible que dans certaines 




connu que l’AR possède un effet répressif sur l’adipogenèse précoce (Bonet et al. 2003). Les 
tissus adipeux SF et VF possèdent des capacités différentes de maturation de leurs 
préadipocytes, dépendamment de leur production d’AR (Adams et al. 1997). Les niveaux des 
fractions vasculaires stromales (SVF) sont différents entre le SF et le VF, ce qui influence leur 
adipogenèse (Peinado et al. 2010). 
3.1.5. Protéines de liaison des rétinoïdes (CRBP) dans les tissus adipeux 
Les protéines cellulaires de liaison des rétinoïdes (CRBP), protègent le ROL des 
isomérisations ou oxydations aléatoires par radicaux libres. Elles lient et présentent de façon 
appropriée le ROL aux enzymes d’estérification vers les RE et/ou  aux enzymes d’oxydation 
vers le RAL et ensuite vers l’AR (Noy 2000), augmentant ainsi l’efficacité de toutes ces 
réactions (Blomhoff and Blomhoff 2006, Napoli JL 2000, Ross AC 1993a, b). Trois sous-types 
de CRBP (CRBP-1, 2, 3) ont été identifiés chez la souris (Ong 1994, Piantedosi et al. 2005,  
Vogel et al. 2001) appartenant à la même famille de protéines intracellulaires de liaison des 
lipides (iLBP) que les protéines cellulaires de liaison d’acide rétinoïque (CRABP) et les 
protéines cellulaires  de liaison d’acides gras (FABP) (Noy 2000). Les CRBP-1 et CRBP-3 sont 
exprimées dans le gras de souris et facilitent grandement l’estérification du ROL vers les RE, 
sous l’action catalytique des enzymes LRAT et/ou ARAT (Piantedosi et al. 2005). Les souris 
CRBP-1/KO ont montré une estérification hépatique réduite accompagnée d’une diminution de 
50 % de leurs réserves hépatiques de RE (Matt et al. 2005). Les souris CRBP-3/KO présentent 
une estérification hépatique réduite, en plus d’un  appauvrissement du lait en RE (Frey and 
Vogel 2011, Piantedosi et al. 2005). Les CRBP-1 et CRBP-3, ont une grande similitude dans 
leurs structures d’acides aminés, mais la CRBP-1 possède deux fois plus d’affinité pour le ROL 
et est exprimée seulement dans les préadipocytes, alors que la CRBP-3 est exprimée aussi dans 
les cellules endothéliales et dans les adipocytes matures (Caprioli et al. 2004, Frey and Vogel 
2011, Piantedosi et al.2005).   
Dans la biologie du tissu adipeux, les CRBP-1 et CRBP-3 sont bien impliquées dans le 
métabolisme énergétique (Vogel et al. 2001, Zizola et al. 2010, Zizola et al. 2008). La 
concentration sérique en rétinoïdes n’est pas diminuée chez les souris CRBP-3/KO. Lorsque 
nourris avec une diète riche en gras (HFD), ces animaux montrent une différenciation 




circulation, une accumulation réduite des triglycérides (TG) dans le foie et moins des stéatoses 
hépatiques que les souris témoins (Zizola et al. 2010, Zizola et al. 2008). De plus, l’expression 
de certains gènes impliqués dans l’oxydation mitochondriale d’acides gras dans le gras brun 
(BAT), était augmentée. Il semblerait que le CRBP-3 soit aussi un gène cible pour le récepteur 
PPARγ et qu’il favorise la différenciation adipocytaire vers des cellules adipeuses matures. Son 
inhibition est associée à une diminution de l’adipogenèse, via une diminution de l’expression et 
de l’activité des PPARγ. La CRBP-3 est très bien, ou si vous voulez fortement, exprimée dans 
les étapes tardives de la différenciation cellulaire (Zizola et al. 2008). La concentration sérique  
en rétinoïdes n’est pas diminuée non plus chez les souris  CRBP-1/KO (Frey and Vogel 2011, 
Zizola et al. 2010). Par contre, ces souris CRBP-1/KO ont présenté une adipogenèse augmentée, 
dans le contexte d’une diète riche en gras (HFD), tout en restant sensibles à l’insuline et 
tolérantes au glucose par comparaison aux témoins. Ceci pourrait être l’effet d’un plus grand 
nombre d’adipocytes de taille moyenne plus petite ( comme c’est le cas dans les tissus BAT) et 
de niveaux sériques d’adiponectine augmentés (Frey and Vogel 2011, Zizola et al. 2010). 
L’étude de marqueurs moléculaires spécifiques pour divers stades de différenciation 
adipocytaire, a montré que l’expression et l’activité du PPARγ était particulièrement augmentée 
en absence de CRBP-1 autant in vivo qu’in vitro (Zizola et al. 2010). Il semblerait que la CRBP-
1 peut inhiber la différenciation  et la maturation de pré-adipocytes et que son inhibition  induit 
une adipogenèse augmentée, non pas directement, mais par l’intermédiaire de la stimulation de 
l’expression et de l’activité des PPARγ (Zizola et al. 2010). Cela présente une similarité avec le 
profil de la rétinol saturase (RetSat), une autre enzyme qui est diminuée lorsque l’adipogenèse 
et l’obésité sont augmentées  (Schupp et al. 2009). En conclusion la CRBP-1 est associée avec 
une adipogenèse diminuée et la CRBP-3 avec une adipogenèse et une obésité augmentées chez 
la souris (Frey and Vogel 2011).  
3.1.6. Transporteurs d'acide rétinoïque (CRABP et FABP5) dans les tissus adipeux 
Les CRABP1 et 2 sont responsables de la liaison et de la translocation de l’AR dans le 
noyau, ayant comme cible la liaison et l’activation des récepteurs nucléaires de l’acide 
rétinoïque, les  RAR et les RXR (Chambon P 2005). Dans les tissus adipeux, la CRABP-2 est 
bien exprimée et elle diminue l’adipogenèse par l’inhibition de la différenciation des pré-




FABP5 est également capable de lier l’AR pour livraison intranucléaire afin de lier PPAR β/δ, 
alors que la CRABP-2 délivre de l’AR pour lier les RAR. Par conséquent, dans les cellules qui 
expriment plus de CRABP-2, l’AR va activer principalement les RAR, alors que dans les 
cellules qui expriment plus la FABP5, l’AR va activer principalement les PPAR β/δ et les 
cascades de signalisation dépendantes respectivement (Berry and Noy 2009). Dans les tissus 
adipeux, la CRABP-2 est hautement exprimée durant la différenciation adipocytaire précoce, 
mais elle est réprimée et diminuée dans les stades tardifs  caractérisés par une domination de la 
FABP5. Ceci explique l’effet inhibiteur précoce de l’AR sur la différenciation adipocytaire 
seulement dans les jeunes préadipocytes (Berry et al. 2010, Frey and Vogel 2011).  
3.2 Vitamine A, tissus adipeux et sensibilité à l’insuline  
Chez tous les mammifères, la vitamine A influence le développement et les diverses 
fonctions des tissus adipeux (Bonnet et al 2012). La biologie des  tissus adipeux est influencée 
par l’action de l’AR (Villarroya et al. 2004,Villarroya et al.1999) et la différenciation des 
adipocytes  est contrôlée via les récepteurs nucléaires d’acide rétinoïque RAR et RXR et leurs 
divers dimères (ex.: avec les PPAR), (Alemán et al. 2004). Un déficit physiologique en vitamine 
A et/ou un ralentissement de son métabolisme, semblent favoriser une augmentation des dépôts 
adipeux (Bonet et al. 2003, Mercader et al. 2007). Les adipocytes sont activement impliqués 
dans la captation, l’entreposage et le métabolisme des rétinoïdes (Tsutsumi et al. 1992). 
Certaines études sur des rongeurs obèses et diabétiques rapportent une réduction de la 
biodisponibilité tissulaire de ROL (Trasino et al. 2015) ou de son métabolisme (Manolescu et 
al. 2012, 2013, 2015) alors même que les concentrations sanguines de ROL sont augmentées 
(Manolescu et al. 2010, Trasino et al. 2015). En conditions d’obésité, de RI et de diabète, il 
pourrait y avoir une diminution progressive de l’entrée du ROL dans certaines cellules et/ou de 
l’efficacité enzymatique intracellulaire pour produire de l’AR endogène. Ceci diminuerait 
également le métabolisme oxydatif dans les adipocytes matures, car l’AR y contribue, 
diminution qui favoriserait l’obésité (Mercader et al 2007). L’inflammation chronique présente 
dans ces pathologies pourrait y contribuer également. Dans ces conditions, les tissus 
demanderaient davantage de ROL au foie qui diminuerait ses réserves (RE). Effectivement, un 
bon indice du ralentissement d’activité enzymatique sur la cascade métabolique des rétinoïdes, 




tissus adipeux, alors que les réserves (RE) diminuent dans le foie. C’est ce que nous remarquons 
dans nos travaux sur nos souris obèses et diabétiques (Manolescu et al 2010, 2012, 2013, 2015). 
Chez l’humain aussi des réserves (RE) hépatiques diminuées ont été associées à l’obésité, à la 
RI et au diabète, mais les concentrations adipocytaires de ROL n’ont pas été évaluées (Trasino 
and Gudas 2015).  
 Il est bien établi que l’insuline exerce ses effets biologiques via la phosphorylation et 
l’activation de son récepteur membranaire (IR). Dans l’obésité, la résistance à l’insuline et le 
diabète, la sensibilité du récepteur membranaire IR à l’action de l’insuline est diminuée. 
L’insuline active plusieurs autres molécules importantes dans le métabolisme du glucose tels 
que le transporteur cellulaire de glucose GLUT4,  la MAPK (« mitogen-activated protein kinase 
» ) et la PI3K ( « phosphatidylinositol 3 kinase ») (Furtado et al. 2002, Somwar et al. 2001a, 
Somwar et al. 2002, Somwar et al. 2001b). L’AR contrôle la transcription de plusieurs gènes 
impliqués dans le métabolisme de l’insuline, dans  la différenciation des adipocytes, dans le 
métabolisme des lipides et dans l’inflammation, via  ses récepteurs RAR et RXR en interaction 
avec d’autres facteurs de transcription, dont des PPAR (Berry et Noy 2009, Lenhard 2001). Le 
récepteur PPARγ est abondement exprimé dans les adipocytes et forme des hétéro-dimères avec 
les récepteurs RXR α, β and γ, qui y sont également exprimés (Metzger et al. 2005). L’AR  all 
trans (mais pas le 9-cis) est également un ligand de haute affinité pour le PPARβ/δ (mais pas 
pour les PPARα et PPARγ), qui active sa transcription et influence la sensibilité à l’insuline 
(Shaw N et al. 2003). Plus précisément, lors d’un traitement des adipocytes, l’équipe de Berry 
et Noy  a trouvé que l’AR all trans  peut lier et activer des RAR et des PPARβ/δ. Des gènes 
comme PDK1 ont été ainsi activés via les PPARβ/δ. Ceci prouve un impact de l’AR all trans 
sur la signalisation de l’insuline. Car le PDK1 influence la PI3-K qui contrôle la capacité de 
l’insuline à activer la voie PKB/Akt1 dans les adipocytes. De plus, ce traitement à l’AR all trans 
a conduit à la phosphorylation des Akt1 et GSK3, de la même façon qu’un traitement avec 
insuline. Donc l’AR all trans peut augmenter (seul) la voie de signalisation PKB-Akt. Un effet 
inhibiteur de l’adipogenèse avait également été observé en association avec cette activation des 
PPARβ/δ et RAR (Berry et Noy 2008, 2009, 2012b). En outre, un double traitement avec l’AR 
9-cis et un agoniste pour le PPARα, augmente (via le RXR/PPARα) l’efficacité de la voie de 
signalisation IRS2/PI3-K/PKB/GLUT avec augmentation de la captation de glucose dans une 




et RAR et divers hétérodimères sont des cibles moléculaires dans le diabète et plusieurs 
molécules les activant améliorent l’action de l’insuline (Berry et Noy 2009,Lebovitz and Banerji 
2001, Lebovitz et al. 2001).    
3.3. Vitamine A, tissus adipeux blanc, bruns et beiges 
À la différence des tissus adipeux blancs, les tissus adipeux bruns ou beiges ont plus de 
mitochondries et un métabolisme énergétique plus actif. Dans ces tissus les adipocytes ont une 
taille réduite (Figure 18) et des formes polygonales diverses, morphologies histologiques 
reconnues pour le gras brun/beige (Bachman et al. 2002, Mercader et al. 2006, van Marken 
Lichtenbelt et al. 2009, Wijers et al. 2009). Ayant besoin de plus d’oxygène, les tissus adipeux 
bruns/beiges sont naturellement et physiologiquement  plus vascularisés (avec des capillaires 
sanguins et des vaisseaux lymphatiques) que le tissu adipeux blanc (Kuroshima 1993). 
L’exposition au froid induit la stimulation sympathique de graisses, autant brunes que blanches, 
via la norépinéphrine couplée avec les récepteurs bêta-adrénergiques, ce qui promeut 
l’hydrolyse de triglycérides en acides gras libres et glycérol (Kuroshima 1993). Cependant, dans 
les adipocytes bruns/beiges, les acides gras sont rapidement oxydés dans les mitochondries, sous 
l’influence de la protéine spécifique UCP1 (« uncoupleing protein 1 ») et produisent 
principalement de la chaleur au lieu d’ATP. Ceci fait partie d’un processus connu sous le nom 
de thermogenèse adaptative (Figure 17)  ou thermogenèse sans frissonnements (« non-shivering 
thermogenesis ») (Kuroshima 1993). La signalisation bêta-adrénergique est aussi activée dans 
le gras beige/brun durant la thermogenèse alimentaire (Figure 17),  produisant aussi un 
dégagement de chaleur (Bachman et al. 2002, Bartelt and Heeren 2014). Ainsi, les gènes pour 
les UCP sont naturellement exprimés dans le tissu adipeux brun/beige (BAT) plus présent dans 
le gras sous-cutané, et sont impliqués dans la thermogenèse adaptative et alimentaire. Les 
mammifères arctiques possèdent la plus grande masse de gras brun, une réponse adaptative aux 
grands froids. Fait assez intéressant, le foie de ces animaux contient aussi la plus grande quantité 
de vitamine A par rapport à d’autres mammifères (Senoo et al. 2012). Au moment de son 
activation (ex.:par exposition au froid et/ou par l’alimentation) la graisse brune/beige contribue 
à augmenter leur  métabolisme statique, non cinétique (Bonet et al. 2013, Mercader et al. 2006). 
Les PGC1α et UCP1 sont deux protéines clés connues pour leur implication dans la genèse 




tissus adipeux bruns/beiges (Chen H. Y. et al. 2013). Alors que traditionnellement l’expression 
de la UCP1 est reconnue pour être une « signature »  moléculaire spécifique pour la graisse 
brune (Chen H. Y. et al. 2013), le tissu adipeux beige  (parfois nommé aussi « brite » ) est 
présent chez la souris et l’humain, et exprime les protéines PGC1α et UCP1 sous diverses 
influences, y compris celle de l’acide rétinoïque (Bonet et al. 2013, Bonet et al. 2012, Lidell et 
al. 2013, Lidell et al. 2014, Mercader et al. 2006, Wu J. et al. 2012). Le remodelage du tissu 
adipeux en blanc, brun ou beige est encore à l’étude (Lee and Cowan 2014) pour déterminer si 
les adipocytes bruns ou beiges sont différenciés seulement à partir de préadipocytes bruns ou 
beiges, des myoblastes (Saely et al. 2012), ou s’ils peuvent provenir aussi des adipocytes blancs 
matures par trans-différenciation (Rosen and MacDougald 2006). La vitamine A, sous forme de 
fortes doses d’AR, est reconnue pour son implication dans la différenciation et la maturation 
cellulaires, et pourrait « pousser » certains préadipocytes à devenir beiges/bruns plutôt que 
blancs, augmentant ainsi leur dépense énergétique (Mercader et al. 2006). Nous avons démontré 
qu’une petite dose d’AR augmente l’expression (mRNA) des peptides natriurétiques (PN), 
notamment BNP, dans le muscle cardiaque de souris ob/ob diabétiques (Manolescu et al. 2014). 
Les peptides natriurétiques influencent aussi la différenciation des adipocytes chez l’humain 
(Bordicchia et al. 2012). Une administration de BNP chez la souris, augmente le nombre de 
cellules brunes dans le tissu adipeux blanc et accroît la consommation d’oxygène et la dépense 
d’énergie (Plante et al. 2014b). Les PN sont impliqués dans le fonctionnement du tissu adipeux 
brun par l’activation de guanylyl cyclases spécifiques, via une liaison aux  récepteurs NPR-A et 
B (Bonet et al. 2013, Bordicchia et al. 2012, Whittle and Vidal-Puig 2012). Le même effet est 
produit par le froid, qui induit une augmentation des PN, surtout BNP, dans le plasma, en 
parallèle avec la thermogenèse dans le BAT. La conversion d’une partie des tissus adipeux en 
gras brun/beige, ayant un métabolisme énergétique augmenté et sans RI, s’avère un outil 































Figure 18. Les adipocytes brunes sont plus petites que les blanches 
(Van  Marken  Lichtenbelt et al 2009;disponible en  libre accès, citation en original  sans préjudices  aux droits 
d’auteurs, selon la politique FESP Université de Montréal) 
Figure 17. Le métabolisme des gras brun et beige diffère de celui du gras blanc 
(adapté de Bartelt &Heeren 2014, Bachman 2002, Kuroshima 1993; disponible en  libre accès, citation et 




3.4. Vitamine A et sécrétion de l'insuline 
La vitamine A influence le développement du pancréas et l’activité des cellules-β 
sécrétrices d’insuline. Dans l’embryogenèse, les signalisations par l’AR sont absolument 
nécessaires pour la délimitation des champs endodermes le long de l’axe antéro-postérieur, 
champs qui mènent au développement de différents organes, dont le pancréas (Bayha et 
al.2009).  Le pancréas se développera à partir de l’endoderme postérieur (Wang et al. 2006) et 
durant son développement, l’enzyme RALDH2 du mésoderme fournira l’AR nécessaire pour la 
différenciation du côté dorsal du bourgeon pancréatique (Molotkov et al.2005, Stafford et 
al.2004). Il est donc clair qu’une déficience en vitamine A, peut causer une réduction du nombre 
des cellules-β sécrétrices, lors de l’embryogenèse (Matthews et al.2004).  
Un manque de vitamine A diminuait la sécrétion de l’insuline dans une culture de 
cellules-β et l’AR fut trouvé nécessaire pour rétablir cette sécrétion (Chertow and Baker 1978). 
Dans ce cas, les propriétés anti-oxydantes des rétinoïdes protègent les cellules-β (donc leur 
fonctionnement) du stress oxydatif excessif, autant au niveau des membranes que des organites 
intracellulaires (Chertow and Baker 1978). Les cellules-β sont naturellement plus pauvres (que 
d’autres) en défenses antioxydants endogènes, alors que le T2DM augmente leur stress oxydatif 
(Meerza D. et al 2016). Lequel stress est accentué lors de carences alimentaires ou de 
perturbations du métabolisme de rétinoïdes (Meerza D. et al 2016), ce qui augmente l’apoptose 
dans le pancréas malade, plus que dans d’autres organes (Trasino et al.2015a).  
D’autres études ont identifié l’acide rétinoïque comme étant important pour régulariser 
(9-cis AR atténue et all-trans AR stimule ) la sécrétion  d’insuline sous l’influence du glucose 
dans le pancréas (Brun et al. 2016, Kane et al. 2010). Les mécanismes passent par l’expression 
(mRNA) des gènes Glut2 et Gck qui sont atténués par 9-cis AR et stimulés par at -AR, suggérant 
ainsi un effet des rétinoïdes sur la sensibilité au glucose des cellules-β.Une déficience en 
vitamine A cause également une perte de cellules-β dans le pancréas adulte, accompagnée 
d’hyperglycémie (Trasino et al. 2015). Entre autres parce qu’une déficience en vitamine A 
favorise l’apoptose dans un pancréas malade, plus que dans d’autres organes (Trasino et 
al.2015a). Ces études suggèrent que la vitamine A joue un rôle important dans le développement 
et le fonctionnement des cellules-β sécrétrices d’insuline. Des perturbations dans le métabolisme 




3.5. Vitamine A, métabolisme mitochondrial et résistance à l’insuline 
Des études récentes montrent que le ROL est essentiel dans la mitochondrie, car il 
fonctionne comme un agent de transfert d’électrons (e-) vers le cytochrome C (Hammerling 
2016). Le ROL permet l’activation de l’enzyme protéine kinase C-Δ (PKC-Δ) en l’accouplant  
avec le cytochrome C, en présence de la protéine adaptative P66shc (Acin-Perez et al. 2010a). 
Ces quatre éléments (cytochrome C, PKC-Δ, protéine P66shc et ROL) forment le complexe de 
signalisation connu sous le nom de « signalosome PKC-Δ/ROL »  (Hammerling 2016). 
L’activation de la PKC-Δ stimule l’activité des phosphatases menant à la déphosphorylation et 
la diminution de l’activité de la pyruvate déshydrogénase kinase 2 (PDK2), entraînant une 
augmentation de l’activité du complexe de la pyruvate déshydrogénase (PDHC) (Acin-Perez et 
al. 2010a). Le PDHC augmente la conversion du pyruvate en acétylcoenzyme A (acétyl-CoA) 
suivie par son entrée dans le cycle de Krebs (TCA-cycle), (Acin-Perez et al. 2010b, Hammerling 
2016). La consommation d’oxygène et les production successives de NAD (+), de NADH et 
d’ATP sont augmentées (Acin-Perez et al. 2010a). Puisque l’enzyme PKC-Δ a besoin de ROL 
pour son activation et le contrôle de la phosphorylation oxydative en ciblant le complexe PDHC, 
il appert que la phosphorylation oxydative dans la mitochondrie dépend de la vitamine A (Acin-
Perez et al. 2010b). Une carence ou des perturbations métaboliques d’accès au ROL mènent à 
la diminution de la respiration et de la production d’ATP, a des dysfonctions mitochondriales 
avec augmentation du stress oxydatif, à la perte de potentiel de membrane (dépolarisation) et 
même à la mort mitochondriale (Chiu et al. 2008), (Korichneva et al. 2003). Une réduction en 
nombre et taille des mitochondries suggère des phénomènes de « fission » précédant leur mort 
(Lowell and Shulman 2005, Morino et al. 2005, 2008). La mort mitochondriale augmente aussi 
le stress oxydatif (ROS), reconnu pour contribuer à la RI (Qatanani and Lazar 2007).  Ce qui 
augmente l’apoptose dans un pancréas diabétique malade, plus pauvres en défenses 
antioxydants endogènes (Trasino et al.2015a, Meerza D. et al 2016).  
3.6. Divers impacts de la vitamine A dans l'obésité et le diabète de type 2 
            Il y a encore beaucoup d’interrogations sur les liens de la vitamine A avec l’obésité, la 
résistance à l’insuline et le diabète de type 2 chez l’humain. Toutefois les modèles animaux 
montrent clairement que le métabolisme des rétinoïdes est affecté dans ces pathologies. Ainsi 




ROL/kg), ont perdu du poids de façon significative par rapport au groupe témoins (Jeyakumar 
et al. 2008, Jeyakumar et al. 2011, Jeyakumar 2017). Toutefois de très grandes doses de RE 
peuvent devenir toxiques à long terme. A l’opposé, une diète dépourvue de vitamine A fut 
associée au développement de l’obésité chez les souris (Bonet et al. 2003, Ribot et al. 2001). Un 
traitement avec des doses variables d’AR, chez différents mammifères obèses et RI (mais non-
carencés en vitamine A), est aussi associé à une perte de poids, par la diminution de la masse 
grasse, ce qui contribue à la diminution de la RI et de l’intolérance au glucose (Bonet L 2012, 
Manolescu et al. 2010, 2012, 2014, 2015). L’AR inhibe précocement la différenciation des 
jeunes pré-adipocytes et l’adipogenèse (Shao and Lazar 1997). L’AR mène aussi à une 
expression diminuée du PPAR-γ dans les jeunes pré-adipocytes et à une adipogenèse diminuée 
(Berry and Noy 2009, Ziouzenkova O et al. 2007a). Il semblerait que l’effet anti-adipogenèse 
de l’AR se manifeste seulement dans les jeunes pré-adipocytes, mais pas dans les stades tardifs 
de la différenciation cellulaire (Berry et al. 2010, Frey and Vogel 2011). En effet, dans les stades 
tardifs l’ajout d’AR n’inhibe plus l’adipogenèse (Lobo et al. 2010,Xue et al. 1996). Dans les 
adipocytes matures, l’AR stimule plutôt la lipolyse et influence la production de plusieurs 
adipokines sécrétées en culture (Frey and Vogel 2011). L’effet inhibiteur exclusif de l’AR sur 
la différenciation des jeunes pré-adipocytes peut provenir de la dynamique différente des deux 
transporteurs d’AR dans le noyau, la CRABP-2 et la FABP-5. En effet la CRABP-2 cible les 
récepteurs RAR et la FABP-5 cible les récepteurs PPARβ/δ, mais la CRABP-2 est hautement 
exprimée seulement à un stade précoce de différenciation des jeunes pré-adipocytes. 
L’inhibition de l’adipogenèse aux stades tardifs de différenciation adipocytaire est médiée par 
d’autres cascades de signalisation, cette fois reliées aux récepteurs PPARβ/δ (Berry and Noy 
2009). Notre traitement avec une petite dose d’AR diminue la RBP4 sérique, la résistance à 
l’insuline et la concentration de ROL sérique et tissulaire chez des souris ob/ob (Manolescu et 
al. 2010, 2012, 2013, 2015). Le tissu adipeux est différemment associé, par topographie, à la 
résistance à l’insuline et au diabète de type 2. Ainsi le tissu adipeux viscéral (VF) est plus 
impliqué dans ces maladies que le tissu adipeux sous-cutané (SF). Ces tissus diffèrent aussi par 
le rythme de différenciation de leurs pré-adipocytes (Adams et al. 1997, Tchkonia et al. 2006, 
Tchkonia et al. 2013), par leurs  productions d’AR (Sima A et al.2011) et leurs réponses à l’AR 
(Bonet et al. 2012). Rappelons que ces deux tissus adipeux ont aussi des fractions stromales-




3.7. Vitamine A, physiologie cardiaque et peptides natriurétiques ANP et BNP 
Nous avons vu l’importance de l’acide rétinoïque pour le développement du cœur chez 
l’embryon (Niederreither et al. 2001). L’acide rétinoïque est également très important dans la 
prévention de plusieurs maladies cardiaques ainsi que dans le remodelage cardiaque 
(D'Ambrosio et al. 2011, Pan and Baker 2007). Ainsi un traitement à l’AR peut atténuer 
l’hypertrophie des cardiomyocytes (Wang HJ et al. 2002) et la sécrétion de collagène des 
fibroblastes cardiaques (He et al. 2006) in vitro et in vivo (D'Ambrosio et al. 2011). Leurs 
hypothèses suggèrent la voie de l’angiotensine 2 (ANG-II) connue pour son implication dans la 
prolifération des fibroblastes cardiaques néonatales, la synthèse du collagène et l’hypertrophie 
de cardiomyocytes. L’AR s’est également avéré efficace dans la prévention du  remodelage 
pathologique du cœur des rats après un infarctus cardiaque ou un bandage constrictif aortique 
hypertensif (Choudhary et al.2008b, Paiva et al. 2005). L’infarctus cardiaque expérimental est 
également associé à une augmentation du métabolisme et des besoins en rétinoïdes dans le cœur, 
avec comme conséquence une augmentation significative de transfert du  rétinol du foie vers le 
cœur (D'Ambrosio et al. 2011, Palace et al. 1999). Également, une déficience en rétinoïdes dans 
le cœur des rats a été associée à du remodelage pathologique et une dysfonction ventriculaire 
(Azevedo et al. 2010). Ces observations suggèrent que l’AR pourrait être un agent préventif des 
hypertrophies ou remodelages cardiaques pathologiques, dans les maladies ayant des 
complications cardiovasculaires, comme l’obésité et le diabète de type 2. Ceci suggère que 
d’autres systèmes impliqués dans le remodelage cardiaque, comme ceux qui dépendent des 
peptides natriurétiques (ANP, BNP), pourraient éventuellement être influencés par l’AR. C’était 
donc intéressant à explorer.    
Le cœur sécrète ces deux peptides natriurétiques (PN), de l’ANP (« atrial natriuretic 
peptide») et du BNP (« brain natriuretic peptide»), des hormones avec une grande similarité de 
structure, découvertes dans les années 80 (de Bold et al. 1981). Elles influencent, entre autres, 
l’homéostasie de la pression artérielle (Lafontan et al. 2005), la fonction rénale et le remodelage 
du muscle cardiaque (Bartels et al. 2010, Tamura et al. 2000). Elles sont également impliquées 
dans le métabolisme énergétique avec un effet lipolytique  dans les adipocytes dû à l’activation 
de la dégradation des triglycérides (Sengenes et al. 2005), et à l’induction de la graisse 




commence par le lien des PN aux récepteurs spécifiques aux peptides natriurétiques (NPR), ce 
qui va activer la voie de la guanosine monophosphate cyclique (cGMP). L’augmentation 
intracellulaire de cGMP va activer une protéine kinase dépendante du GMPc (PKG). Cette 
activation  conduit à la phosphorylation de la périlipine A (protéine enveloppant la gouttelette 
lipidique) et de la lipase hormonosensible (HSL) avec induction de la lipolyse (Lafontan et al. 
2005). L’administration intraveineuse des ANP et BNP augmente la mobilisation des lipides 
(Lafontan et al. 2005). Un autre traitement avec la BNP a réduit significativement  le 
développement de l’obésité, de l’intolérance au glucose et de la résistance à l’insuline chez des 
souris obèses et diabétiques de type db/db (Plante et al. 2014b).  A  l’inverse, des taux diminués 
de PN dans le plasma sont associés à l’obésité, au syndrome métabolique et au diabète de type 
2 (Moro 2013). Divers mécanismes sont impliqués dans le rôle protecteur des PN par rapport 
au diabète et à l’obésité. La voie de signalisations PNs/GMPc/PKG est associée à une 
augmentation de l’activité mitochondriale et de la dépense énergétique, ayant comme 
conséquence une diminution de poids (Miyashita et al. 2009). Les PN augmentent la capacité 
d’oxydation et de dépense énergétique dans les muscles (Mitsuishi et al. 2008, Miyashita et al. 
2009). La sensibilité à l’insuline des tissus périphériques s’en trouve par conséquent améliorée. 
L’ANP et le BNP augmentent les niveaux d’adiponectine, in vitro et in vivo (Tsukamoto et al. 
2009, Yamaji et al. 2009). Les PN sécrétés par le cœur vont stimuler  la dégradation des 
triglycérides des adipocytes et donc la lipolyse avec augmentation systémique du glycérol et des 
acides gras non estérifiés (AGNE) utilisés par les muscles (Lafontan et al. 2005, Sengenes et al. 
2005). Les peptides ANP et BNP peuvent activer  le métabolisme de la graisse brune (Whittle 
and Vidal-Puig 2012). Ils peuvent induire la formation de gras beige/brun et son fonctionnement 
en activant la cascade des signalisations cGMP/PKG/p38MAPK/PGC1α/UCP1(Bonet et al. 
2013, Bordicchia et al.2012). Les adipocytes de type brun expriment l’UCP1, une protéine 
impliquée dans l’oxydation des acides gras et la dissipation de l’énergie cellulaire sous forme 
de chaleur. Ainsi, les PN établissent un lien métabolique entre les adipocytes (lipolyse et 
sécrétion d’adipokines ), les tissus adipeux blancs et bruns, les muscles et les cardiomyocytes 
(Moro and Lafontan 2013). Le niveau d’ANP et de BNP est réduit chez les sujets obèses (Moro 
2013). L’expression (mRNA) des ANP et BNP dans le muscle cardiaque de souris obèses et 
diabétiques, est augmentée par un traitement à l’AR (Manolescu et al. 2014). Une augmentation 




muscles, associées à une expression augmentée des gènes spécifiques, comme les PGC1α et 
PPAR (Engeli et al. 2012, Miyashita et al. 2009). La stimulation de la voie 
PN/cGMP/PKG/p38MAPK/PGC1α accentue la genèse des mitochondries et diminue leurs 
dysfonctions  induites par l’hyperglycémie (Mitsuishi et al. 2008, Miyashita et al. 2009). Des 
taux élevés de PN protègent contre la RI car l’activation de la voie de signalisation 
PN/cGMP/PKG diminue la masse adipeuse et la RI (Bonet et al 2013, Morino et al. 2006).  
La BNP possède également un effet cardio-protecteur qui prévient l’hypertrophie, la 
fibrose et l’apoptose des cardiomyocytes (Tamura et al. 2000). Ceci est démontré par le fait que 
la fibrose cardiaque est un phénotype dominant chez les souris qui manquent de BNP (KO) 
(Tamura et al. 2000). Ils suggèrent que la BNP pourrait avoir aussi une action antifibrotique 
locale directe dans les ventricules, par la voie de son récepteur GC-A (« guanylyl cyclase-A ») 
ventriculaire, et finalement en stimulant la concentration intracellulaire de cGMP. Ceci parce 
que, selon eux, la BNP est produite naturellement comme réponse de protection contre une 
surcharge ventriculaire (Tamura et al. 2000). Ainsi toute molécule stimulant la synthèse de BNP 
co-participe à son effet cardio-protecteur. C’est le cas  du  facteur de transcription GATA4 qui 
stimule la production des ANP et BNP, contribuant ainsi aux effets protecteurs anti-fibrotiques 
et anti-apoptotiques (Rysä et al. 2010), (Huang et al. 2008). Le GATA4 coparticipe aussi à la 
différenciation des cardiomyocytes stimulée par l’ocytocine (Jankowski et al. 2004). 
L’ocytocine (OT) stimule, à son tour, la production des peptides natriurétiques ANP et BNP 
(Gutkowska et al. 1997) et de l’oxyde nitrique (NO) (Danalache et al. 2007). Le NO est un autre 
stimulateur de la voie cGMP/PKG et possède un effet cardio-protecteur aussi (Ignarro et al. 
1999). Il a également été observé qu’une restriction calorique influence les mitochondries par 
la voie NO/cGMP et qu’un traitement avec GMPc augmente l’oxydation d’acides gras dans les 
myotubes (Mitsuishi et al. 2008). Il était donc intéressant de voir quel effet l’AR pourrait avoir 
sur la synthétase endothéliale d’oxyde nitrique (eNOs), et eventuellement sur d’autres systèmes 
impliqués dans le remodelage cardiaque, comme ceux qui dépendent des peptides natriurétiques 
(ANP, BNP). Il était donc utile d’examiner l’effet de l’AR sur l’axe ocytocine-peptides 
natriurétiques, OT-NPs-ANP-BNP-eNOs, ainsi qu’explorer davantage son impact sur des 







DEUXIÈME PARTIE : PROJET, TRAVAUX, 























CHAPITRE 4. Projet : L'AR dans le traitement du diabète chez la souris ob/ob 
      - Impacts de notre traitement à l’AR sur les souris ob/ob obèses et diabétiques – 
4.1. Introduction  
L’obésité, le syndrome métabolique et le diabète de type 2, sont des troubles 
métaboliques qui augmentent de façon épidémique (OMS). La RI, la sécrétion d’insuline 
perturbée, la dyslipidémie, la dysglycémie, les stéatoses hépatiques et l’athérosclérose 
apparaissent progressivement dans ces pathologies (DeFronzo 2004, Kahn and Flier 2000, 
Rajala and Scherer 2003). En dépit de nombreuses recherches, il n’y a pas de guérison pour 
ces états. Toute nouvelle recherche, thérapeutique et/ou préventive est donc importante.  
  La vitamine A est un nutriment hautement bioactif, impliqué dans la reproduction, 
l’embryogenèse, la différenciation cellulaire, la croissance, la vue (Blomhoff and Blomhoff 
2006, Gottesman M. E. et al. 2001b). Elle se présente sous diverses formes, avec des structures 
et des activités spécifiques, soit les rétinyl-esters (RE), le rétinol (ROL), le rétinal (RAL) et 
l’acide rétinoïque (AR) (Blomhoff and Blomhoff 2006, Giguère 1994, Napoli JL 1999). Deux 
isoformes d’acide rétinoïque, soit le 9-cis et  l e  all-trans, (Giguère 1994, Mangelsdorf 1994, 
Zhang XK et al. 1992) sont capables de lier et activer les récepteurs nucléaires RAR et RXR  
dans les cellules cibles (Chambon P. 1996, De Luca LM et al. 1980). Plusieurs recherches ont 
prouvé l’implication de la vitamine A et de ses métabolites dans la régulation de l’adipogenèse 
(Reichert et al. 2011, Tsutsumi et al. 1992, Villarroya 1998, Villarroya et al. 1999), et ont 
suggéré qu’elle pouvait être impliquée dans la sensibilité à l’insuline (Jeyakumar et al. 2011) 
et l’homéostasie du glucose (Kane et al. 2011). Le RAL, qui est le précurseur de l’AR, peut 
inhiber l’adipogenèse in vitro en supprimant les réponses des RXR alors qu’in vivo, chez la 
souris, il est associé à une réduction de la masse grasse  et une meilleure sensibilité à l’insuline 
(Ziouzenkova O. et al. 2007b). Des concentrations sériques élevées du transporteur 
hépatique de ROL, la RBP4 (également une adipokine) sont associées à l’obésité et la 
résistance à l’insuline (Graham TE et al. 2006b, Yang et al. 2005). Les concentrations sériques 
de vitamine A sous forme d’esters de rétinol, sont élevées aussi chez les obèses diabétiques  
(Wako et al. 1986). L’acide rétinoïque, métabolite actif de la vitamine A, est essentiel pour 




fonctions de l’AR s’accomplissent par l’intermédiaire de ses récepteurs  nucléaires RAR et RXR 
(Chambon P. 1996). Des recherches cliniques ont démontré son action favorable dans la 
leucémie myéloïde (Haferlach et al. 1993, Warrell et al. 1991). Même si l’AR est un agent 
anticancéreux démontré (Freemantle et al. 2003, Petkovich PM 2001), son efficacité dans les 
troubles métaboliques comme la résistance à l’insuline et le diabète, demeure incomprise car  
insuffisamment explorée.  
  La RBP4 est connue comme étant le transporteur de ROL dans la circulation sanguine 
(Blaner W. S. 1989). Cette protéine est synthétisée dans le foie où elle se lie de façon 
équimolaire avec le ROL, pour être ensuite libérée dans la circulation (Blaner W. S. 1989, 
Monaco et al. 1995). Lors de sa libération du foie le ROL-RBP4 se lie avec la TTR, formant un 
complex d’un poids moléculaire de 71-kDa, ce qui lui evite une filtration hâtive par le rein 
(Monaco et al. 1995, Sporn et al. 1986). Outre que dans  le foie , la RBP4 est aussi synthétisée 
par le tissu adipeux et libérée dans le sang  à l’instar d’autres adipokines (Tsutsumi et al. 1992). 
Il a été démontré que les concentrations sanguines de RBP4 sont élevées chez des souris 
insulino-résistantes, et que leur réduction s’accompagne d’une amélioration de la sensibilité à 
l’insuline (Yang et al. 2005). Les hautes concentrations sanguines de RBP4, sont aussi associées 
à de l’insulino-résistance chez des patients obèses, intolérants au glucose, diabétiques de type 2 
ou encore ayant une forte histoire familiale de T2DM (Graham TE et al. 2006b). De plus, une 
RBP4 sérique augmentée est aussi associée à plusieurs éléments augmentés du syndrome 
métabolique tels que : l’indice de masse corporelle (IMC), les triglycérides sériques et la 
pression sanguine (Klöting et al. 2007). Également, l’activité physique est accompagnée d’une 
diminution de la résistance à l’insuline et d’une diminution de la concentration de la RBP4 
circulante. Plusieurs études diversifiées chez l’humain, ont également trouvé des associations 
fortes entre les hautes valeurs sériques de RBP4, l’obésité, la résistance à l’insuline et autres 
éléments du syndrome métabolique (Gavi et al. 2007, Aeberli et al. 2007, Krzyzanowska et al. 
2008). Diverses interventions qui diminuent  la RI chez l’humain (ex : le sport), s’accompagnent 
d’une diminution de la concentration de la RBP4 sérique (Balagopal et al. 2007, Haider et al. 
2007, Kovacs et al. 2007, Lim et al. 2008). Néanmoins, tel qu’indiqué dans le chapitre 2, l’alinéa 
2.5. de notre revue de literature,  quelques études n’ont pas pu confirmer ces corrélations entre 
la RI et la RBP4 sérique (Graham T. E. et al. 2007, Broch et al. 2007, Cabré et al. 2007,Yagmur 




4.2. Raisonnement justificatif  
Toutes ces observations suggèrent que la RBP4 est impliquée dans la résistance à 
l’insuline et le T2DM et qu’elle pourrait être une cible thérapeutique, par le biais d’une réduction 
de la RBP4 circulante. Il fallait cependant éviter les risques d’une avitaminose A par perte de 
ROL circulant associée à une diminution artificielle de son transporteur, la RBP4. Notre 
laboratoire avait observé qu’un traitement à l’AR diminue les niveaux circulants de ROL chez 
des rats normaux, sans provoquer d’avitaminose A (Bhat Lacroix 1986, 1991b). L’AR étant la 
forme métaboliquement active de la vitamine A par excellence, aucun  risque d’avitaminose A  
n’était encouru (Bhat and Lacroix 1991a, Keilson et al. 1979). Même si la RBP4 sérique n’a pas 
été mesurée dans ces études, il est tout à fait possible qu’elle ait été aussi diminuée, parce que 
le ROL circule principalement lié de façon équimolaire à la RBP4 dans le sang. Si cela était 
vrai, une diminution subséquente de RBP4 sérique, suite aux traitements avec de l’AR, mais 
chez des animaux obèses et diabétiques, devrait s’accompagner d’une baisse de la résistance à 
l’insuline. Depuis le début de notre projet (2008), nous sommes les seuls à avoir étudié ces 
aspects contextuels chez la souris, particulièrement chez les ob/ob. 
De plus, seulement quelques études d’injections d’AR, à des doses assez elévees 
(ex.100µg/g/pc/j), pour des périodes soit très courtes (4 jours), soit longues (ex : 5 à 20 
semaines) et sur d’autres souris obèses et diabétiques que les ob/ob, avaient variablement 
diminué la masse adipeuse et le poids corporel, suggérant une augmentation de la dépense 
énergétique et des influences sur la graisse beige/brune (Berry and Noy 2009, Bonet et al. 
2000,Puigserver et al. 1996). Il était donc pertinent de vérifier, quels effets une petite dose 
orale d’AR, pour une courte période de temps et dans un modèle murin (ob/ob) sévèrement 
obèse et diabétique avec métabolisme de base diminué, aura sur l’appétit, les réflexes, le 
poids, la morphologie et la plasticité adipocytaires, des indices physiologiques et 
anatomiques acceptés comme effets valides et probants du métabolisme énergétique.  
Il existe une prévalence croissante de l'obésité dans le monde, souvent associée à une 
hypertension artérielle, à une dyslipidémie et à une dysglycémie, appelées globalement le 
syndrome métabolique, qui présente un risque élevé pour le développement du diabète de 
type 2 et des maladies cardiovasculaires. La littérature suggère un lien entre le risque plus 




Des preuves obtenues par nos proches collaborateurs indiquent que des perturbations du 
métabolisme cardiaque et même des altérations de structure sont liées à une diminution 
d’expression de gènes liés au système de l’ocytocine (OT) cardiaque (Jankowski et al. 2010a, 
2010b). L’AR  est un inducteur puissant du système d'ocytocine (OT) dans les cardiomyocytes 
(Gutkowska et al. 1997), un système qui stimule la synthèse des peptides natriurétiques (ANP 
et BNP) et de la synthétase endothéliale de l'oxyde nitrique (eNOS), tous impliqués de manière 
critique dans la cardioprotection (Tamura et al. 2000, Uruno et al. 2005). Pourtant, le potentiel 
bénéfique de l’AR dans la prévention de l'apoptose pathologique  et du remodelage métabolique 
cardiaque anormal dans l'obésité et le diabète n’avait pas été exploré. Aucune de seulement 
quinze études de traitement à l’AR chez l’animal compilées à l’orée de 2012 (Bonet et al.2012) 
et dont nous avons été validés en pionniers avec nos premiers résultats de ce projet 
(Manolescu et al 2010), n’avait étudié cet aspect. L'examen des effets cardiaques de l’AR dans 
un modèle murin (ob/ob) d'obésité et de diabète sévères justifiait de s’y intéresser (Manolescu 
et al.2014), étant donné l’existence de preuves cliniques que le risque des maladies 
cardiovasculaire est augmenté dans de telles pathologies.  
4.3. Hypothèses 
1) Le métabolisme et l’homéostasie de la vitamine A sont perturbés chez la souris obèse 
et diabétique ob/ob, avec des concentrations de ROL et de RBP4 sériques élevées. Elles 
s’accompagnent de concentrations tissulaires élevées de ROL, mais réduites de RBP4. Un 
traitement à court terme avec une petite dose d’AR mènera à leur normalisation, en association 
avec une diminution de la résistance à l’insuline, de l’intolérance au glucose et à l’insuline, de 
la glycémie, de la masse adipeuse et du poids corporel.  
2) Ces effets peuvent provenir autant d’une diminution des concentrations de ROL et de 
RBP4 sériques, que de l’influence de l’AR sur  l’expression de gènes du métabolisme de la 
vitamine A et des indices métaboliques reliés (ex. : une normalisation des taux tissulaires de 
ROL, des RE et de RBP4), ainsi que sur des indices génomiques – comme l’expression de gènes 
PGC1α et UCP1 présents dans la gras beige/brun - et physiologiques du métabolisme 





3) Étant donné son large spectre d’action, l’acide rétinoïque peut également avoir un 
effet cardioprotecteur et ainsi prévenir certaines complications – cardiovasculaires notamment 
– du diabète de type 2. Nous avons donc émis l'hypothèse qu’un traitement à l’AR améliorera 
aussi l'expression des gènes cardioprotecteurs du système ocytocine-peptides natriurétiques 
(OT-NP) et du système eNOS, empêchant l'apoptose et l'accumulation de collagène dans les 
cœurs des souris ob/ob, ce qui pourrait diminuér les risques de maladies cardiaques futurs !  
4.4. Objectif général 
L’objectif général de ce projet de recherche est d’évaluer la capacité de l’acide rétinoïque 
à abaisser les taux sanguins de RBP4, et à améliorer la résistance à l’insuline et le profil 
cardiométabolique chez des souris ob/ob, un modèle certifié de souris sévèrement obèses, 
hyperphagiques, sédentaires, résistantes à l'insuline et diabétiques, mais pas carencées en 
vitamine A. Au Canada il y a abondance alimentaire de rétinoïdes, donc nous n’explorons pas 
le rôle de carences d’apport alimentaire de vitamine A dans l’obésité bien que, dans les pays en 
développement, l’apport alimentaire pauvre en vitamine A soit associé à l’obésité et au diabète, 
en contexte du double fardeau de la malnutrition.     
4.5. Objectifs spécifiques   
Étant donné qu'une série d'investigations chez les souris et les humains ont montré une 
relation étroite entre la RBP4 sérique et le diabète induit par l'obésité, nous voulions vérifier si 
notre traitement à l’AR chez les souris ob/ob obèses et diabétique abaissait les taux de ROL et, 
subséquemment, de la RBP4 sérique, contribuant par cela à améliorer la sensibilité à l'insuline. 
Les taux de la RBP4 sérique élevés, chez les souris et les humains obèses et résistants à 
l'insuline, suggèrent que le métabolisme de la vitamine A peut également être perturbé dans ces 
conditions. Malheureusement, peu ou pas d’informations sont disponibles sur les taux 
métaboliques circulants et tissulaires de la vitamine A dans l’obésité, la résistance à l’insuline 
et le diabète, par exemple pour savoir si le transport de la vitamine A (ROL) est également 
augmenté suite à l'élévation des concentrations de RBP4 dans le sang durant de telles maladies. 
Nous avons donc mesuré les taux de ROL et de RBP4 dans le sérum et dans les tissus des souris 
ob/ob pour voir comment le diabète et notre traitement à l’AR affectaient l’homéostasie et le 
métabolisme de la vitamine A, en parallèle avec la sensibilité à l’insuline et la glycémie de ces 




du métabolisme de la vitamine A, en association avec les taux tissulaires de ROL, RE et de 
RBP4 dans le diabète et après amélioration par traitement à l’AR.  
De façon complémentaire, puisque cela n’avait pas encore été fait, nous avons voulu 
vérifier quels effets notre  petite quantité d’AR ( ̰2µg/g/pc/j) - administrée oralement pour une 
courte période de temps  (9 à 16 jours) dans ce modèle murin obèse-diabétique (ob/ob) peu 
investigué pour l’AR, hyperphagique, sédentaire et avec métabolisme basal réduit- aura sur 
l’appétit, les réflexes moteurs, le poids corporel, la morphologie et la plasticité de divers 
tissus adipeux (sous-cutanés, viscéraux), en tant qu’indices d’impact sur le métabolisme. 
Sur un axe de prévention secondaire, les effets potentiels de l’AR dans les 
changements métaboliques et le remodelage anormal du tissu cardiaque liés à l'obésité et au 
diabète n’avaient pas été explorés. Par conséquent, dans nos travaux sur la souris ob/ob, nous 
avons également étudié la capacité de l’AR à améliorer l'expression des gènes 
cardioprotecteurs du système ocytocine-peptides natriurétiques (OT-NP) et du système 
eNOS, systèmes associés à la survie cellulaire et à la prévention de l'apoptose pathologique , 
du remodelage cardiaque défavorable et de l'accumulation de collagène dans les 
cardiomyocytes de ces souris obèses et diabétiques (Manolescu et al 2014). L'examen des 
effets de l’AR sur le cœur de ce modèle animal d'obésité sévère se justifie, en raison du risque 
bien établi et augmenté de développer une maladie cardiovasculaire chez les patients 
souffrant d'obésité et de diabète, mais aussi parce que nos premières expériences sur ce projet 
ont clairement démontré que notre traitement à l’AR diminuait la résistance à l'insuline, la 
glycémie et le poids corporel chez les souris ob/ob (Manolescu et al 2010).  
4.6. Présentation comparée, systémique et intégrée de variables   
      1) Physiologie  
Nous avons mesuré le poids corporel, l’appétit via l’apport alimentaire journalier d’énergie, les 
réflexes moteurs, les concentrations sériques et tissulaires de la protéine RBP4 et de la vitamine 
A, la glycémie et la tolérance au glucose (IPGTT) et à l’insuline (IPITT). 
2) Histologie 
 
 Il est souvent intéressant d’étudier un phénotype intermédiaire (ex. tissulaire), pour renforcer 
une première association trouvée entre des données biomoléculaires (ex.variations 




les dimensions et les morphologies des adipocytes dans les tissus adipeux sous-cutané et 
viscéral, et observé d’autres signes de plasticité adipocytaire (ex : adipogenèse beige, présence 
d’acides gras PUFA et possiblement angiogenèse et autophagie). Nous avons étudié la 
morphologie des cardiomyocytes à la recherche de signes d’apoptose et de fibrose.   
3) Biomoléculaire  
Puisque la concentration sérique du transporteur de ROL, la RBP4, est élevée en condition 
d’obésité, de résistance à l’insuline et de diabète, il est possible que le métabolisme des 
rétinoïdes soit perturbé à une plus grande échelle, y compris la production endogène d’AR. Si 
c’est le cas, cela pourrait affecter l’activation des récepteurs nucléaires d’AR, les RAR et 
RXR, et influencer des gènes dépendants. Aussi un traitement à l’acide rétinoïque pourrait 
améliorer la sensibilité à l’insuline non seulement par une diminution de la RBP4 sérique, 
mais également par des effets sur des gènes impliqués dans le métabolisme de la vitamine A 
ou encore celui de l’énergie. Nous avons donc examiné l’impact de l’AR sur l’expression 
(mRNA) des gènes impliqués dans le métabolisme de la vitamine A et sur deux gènes 
spécifiques (PGC1α et UCP1) impliqués dans le métabolisme de l’énergie, la genèse 
mitochondriale et la plasticité adipocytaire (gras beige/brun). Nous avons également examiné 
l’impact de l’AR sur l’expression (mRNA) des gènes des RAR et RXR. Puisque le 
métabolisme de la vitamine A est peu étudié en condition de résistance à l’insuline et de 
diabète, nous avons également mesuré les concentrations sériques et tissulaires de la RBP4 et 
de la vitamine A. Toutes ces investigations ont été faites sur le gras sous-cutané (SF), le gras 
viscéral (VF), les muscles squelettiques (SM) et le foie (LIV) des souris ob/ob. Dans le cœur 
(HT) de ces souris, nous avons investigué l’expression (mRNA) de plusieurs gènes pro-et anti-
apoptotiques et des gènes des systèmes ocytocine-peptides natriurétiques et eNOS, réputés 
pour leurs capacités cardioprotectrices.  
  4.7. Méthodologie  
1) Sujets de l’étude : les souris ob/ob, un excellent modèle obèse et diabétique  
● Les souris ob/ob sont génétiquement modifiées pour être dépourvues de leptine (-/-), leur 
mécanisme de la satiété est perturbé (hyperphagie) et mène à l’obésité. Le manque de leptine 




● Elles sont caractérisées par l’obésité extrême, l’hyperinsulinémie, la résistance sévère à 
l'insuline, l’hyperglycémie, le dysfonctionnement partiel des cellules β, l’intolérance à l’insuline 
et au glucose, et les autres anomalies cardiométaboliques qui ressemblent au phénotype clinique 
du diabète humain de type 2 (Zhang Y. et al. 1994). 
● En revanche, les souris ob/ob ne sont pas génétiquement modifiées pour des gènes du 
métabolisme de la vitamine A, ni soumises à des carences d’apport alimentaire de vitamine A.   
● Elles sont sédentaires, léthargiques et ont des réflexes réduits. Elles ont le métabolisme de 
base et la température corporelle réduits, validés par cages métaboliques (Jackson Lab USA). 
● Elles présentent aussi des taux d’hormones sexuelles insignifiants, ce qui les rend infertiles 
(Swerdloff RS et al. 1976). Cette stérilité contribue à diminuer leur métabolisme général. 
● À l’âge de 9-10 semaines, les souris ob/ob sont obèses et développent déjà une forte résistance 
à l’insuline, une hyperinsulinémie avec décompensation, de l’intolérance au glucose et de 
l’hyperglycémie (Genuth SM, Rosenberg DM 1971). 
● Des anomalies cardiaques sont également observées dans ce modèle de souris à l’âge de  9 - 
10 semaines déjà, et bien que l'hypertrophie cardiaque soit absente, l'apoptose cardiaque et la 
fibrose se développent et progressent avec l'âge (Barouch et al. 2006).  
● Usage préférentiel de femelles ob/ob, car nous voulions : 
- Diminuer les biais et dépenses énergétiques éthologiques spécifiques aux animaux grégaires   
(ex.: compétition pour dominance, mâle alpha, compétition pour femelles, nourriture, eau) ; 
-  Diminuer leur potentiel de dépenses cinétiques (car moins de muscles que les mâles) ; 
- Avoir également un métabolisme de base le plus bas possible (car moins de muscles) ; 
-  Éviter ainsi les hormones masculines, connues pour stimuler le métabolisme général; 
- Avoir même moins d’hormones sexuelles féminines, si possible. En effet, les femelles ob/ob 
ont des taux d’œstrogènes insignifiants, ce qui les rend infertiles et contribue à maintenir leur 
métabolisme général très bas (Swerdloff RSet al. 1976) ; 
 - Ces phénotypes de masse musculaire et niveaux d’œstrogènes réduits, accompagnés d’obésité 
et de résistance à l’insuline, parce qu’ils ressemblent aux phénotypes humains après la 
ménopause pour les femmes, et souvent chez les deux sexes pour les personnes âgées, quand 




- Que leur absence de leptine permet un mimetisme (extrême) des diminutions fonctionelles de 
la leptine chez les femmes obèses-diabétiques, (Buyukbese MA et al. 2004). Une baisse 
d’impact de la leptine diminue le métabolisme général, alors que l’appétit reste augmenté. 
 - Que nos souris soient obèses et diabétiques dès leur plus jeune âge, avec plus des risques de 
complications cardiométaboliques associées, tout en maintenant - voire aggravant - ces 
phénotypes avec le temps. Cela ressemble à la dynamique clinique humaine en la matière.  
● Les souris ob/ob permettent d'éviter les interférences conjuguées d’un traitement à l’AR, avec 
la leptine et les hormones sexuelles endogènes, sur le métabolisme énergétique global (Chehab 
FF et al. 1996, Rouru et al. 1999). Cependant, ce n’est pas l’objectif principal. Ce qui compte 
d’abord est de voir si l’AR peut baisser la RI via une baisse de la RBP4 sanguine. Puisque cela 
arrive sans leptine, cela suggère des mécanismes d’actions indépendantes d’elle.   
● Au début de notre projet (2008), les souris ob/ob étaient peu étudiées pour l’impact de l’AR 
sur leur métabolisme et pas du tout pour son potentiel à diminuer la RI - via une diminution de 
la RBP4 et du ROL circulants et tissulaires - ou à prévenir la plasticité cardiaque anormale 
(Manolescu et al. 2014). Ainsi nous avons été validés parmi les pionniers (Bonnet et al. 2012) 
avec nos premiers résultats (Manolescu et al 2010). Depuis le début de notre projet en 2008 à 
ce jour, nous sommes les seuls à avoir étudié ces aspects contextuels. 
En conclusion -Les souris ob/ob femelles sont un modèle d’obésité, de résistance à l’insuline, 
de diabète et de métabolisme de base diminué, conditions que l’on retrouve dans l’obésité et le 
diabète humain de type 2 avec les anomalies cliniques et les risques métaboliques cardiaques 
spécifiques. Par extrapolation aux humains pour l’âge, le poids et les traits cliniques diabétiques, 
nos souris ob/ob représentent pour la gent « murine » ce que des jeunes adultes de 20 ans, de 
taille moyenne (1,65 m), pesant plus de 195 kg (430 lb), hyperphagiques, très sédentaires depuis 
l’enfance, avec système musculaire atrophié, diabétiques mal contrôlés et avec baisses 
endocriniennes spécifiques (hormones sexuelles et sensibilité à la leptine entre autres) sont pour 
la « gent » humaine. C’est un scénario d’obésité-diabète extrême, qui malheureusement est 
devenu une réalité courante ! Nous pouvons le voir à l'émission de télévision « La Vie à 600 lb 
» ! Selon l’optimisation des systèmes, les modèles extrêmes permettent de saisir plus vite (par 
contraste) les éventuelles améliorations (même petites) après une intervention, auquel cas tout 




Bonus: Nous avons tous entendu parler du paradoxe MHO « metabolically healthy obeses » 
pas encore bien compris chez les humains. D’autre part, les mammifères hibernants sont, à notre 
humble avis, un excellent modèle d’étude du métabolisme énergétique, de l’hyperphagie et de 
l’obésité. Ils augmentent leur appétit par diminution de la leptine durant l’été, jusqu’en début de 
l’automne quand ils atteignent un maximum d’obésité. Mais ils restent vraiment « metabolically 
healthy » sans RI ni diabète ! Ce sont aussi les animaux ayant le plus de vitamine A (RE) dans 
leur foie. Elle sera utilisée sous forme d’AR, sa forme la plus bioactive. Pour leur part les souris 
ob/ob sont un modèle de mammifères extrêmement « bas » en leptine (car lep -/-), développant 
de l’hyperphagie et de l’obésité. Mais ils développent aussi de la RI et du diabète, eux ! De plus, 
on se rappelle que les réserves biologiques de vitamine A (par mg de foie) des rongeurs sont 
naturellement inférieures à celles des mammifères hibernants.   
Observation : Lorsque nous avons traitées nos souris ob/ob à l’AR (forme active de la 
vitamine A), la RI, leur intolérance à l’insuline et au glucose et leur glycémie ont diminué ! 
Donc la vitamine A (sous forme d’AR) semble aider à être « metaboliquement bien ». Bien sûr 
nous ne pouvons pas mettre un « n » statistiquement suffisant d’ours en « grottes métaboliques 
» pour explorer les mécanismes, ni les étudier en profondeur. Peut-être alors que les souris 
ob/ob, seul modèle obèse et diabétique via une déficience en leptine, pourront révéler, par 
l’intermédiaire de l’AR et du métabolisme des rétinoïdes, divers mécanismes pour améliorer le 
profil cardiométabolique et garder des obèses « metaboliquement bien » le plus longtemps ! 
2) Procédures expérimentales   
Seize souris B6. V-Lep/J ob/ob, obèses et RI, âgées de 9 semaines, ont été divisées en 
deux groupes. Un premier groupe (n=8) fut traité avec 100 μg d’at-AR/jour (2μg/gram poids 
corporel/jour) dans 100 μl d’huile de maïs (véhicule) et un déuxiéme groupe (n=8) seulement 
avec le véhicule, par intubation gastrique, durant 16 jours. Toute carence alimentaire (y compris 
de la vitamine A) est exclue car tous les animaux sont nourris ad libitum, avec la très connue 
diète internationale équilibrée Harland Tekland, spécialement formulée et standardisée pour les 
animaux de laboratoire. Après 16 jours les animaux ont été sacrifiés. Durant ce temps et post 
mortem des observations, investigations et mesures spécifiques ont été pratiquées selon des 
protocoles reconnus, validés et couramment utilisés dans la littérature. Nous n’avons donc pas 




de témoins sains, quand nécessaire. Le sang et les tissus ont été surgelés dans l’azote liquide et 
conservés à -80 ˚C jusqu’aux diverses analyses et protocoles d’investigation utilisé.  
 3)  Protocole d’investigation en bref  
1. Variation journalière du poids corporel (pesée sur la balance de précision) 
2. Observation des réflexes moteurs et de l’activité spontanée par éléments validés du protocole 
SHIRPA : posture et locomotion spontanée 3 fois/24 h, réactivité au toucher et réflexe de 
suspension caudale 1fois/24 h, le matin avec le traitement pour ne pas les stresser.  
3. Quantité de nourriture consommée sur 24 heures (en grammes, pesée sur la balance de 
précision) avec l’apport énergétique certifié par Harland T. de 13,7 kJ/gramme de nourriture.  
4. Concentrations du glucose sanguin aux jours 9 et 16 (par glucomètre AcuCheck/Roche). 
5. Test de tolérance au glucose (IPGTT) et à l’insuline (IPITT) aux jours 15 et 16 (par 
glucomètre AcuCheck/Roche, avec le protocole validé des plages temporelles habituel).   
6. Taux sériques et tissulaires de RBP4 et de vitamine A le jour 16 (Western Blot, HPLC). 
7. Extraction ARN du gras sous-cutané (SF) et viscéral (VF), des muscles (SM), du foie (LIV) 
et du cœur (HT) par le procédé Trizole, vérification, amplification et obtention de l’ADNc.  
8. Expression des gènes (mRNA) des métabolismes de la vitamine A, énergétique et cardiaque 
(par méthode RTqPC comparative ∆∆Ct valide et contrevérifiée par deux labos indépendants, 
avec no. de cycles Ct valide et stabilité de gènes de contrôle interne pour tous les animaux).   
9. Histologie des gras sous-cutanés et viscéraux et du tissu cardiaque (par montages sur lamelles, 
colorations par hématoxyline éosine et microscopie de précision) 
10. Cryo-séparation à -20ºC de phases d’agrégation des solutions d’acides gras du SF et VF.   
*Note 1: Les rubriques « Matériel et méthodes » de nos articles et publications, qui suivent dans 
cette thèse, détaillent toutes ces procédures d’investigation. Pour éviter la redondance, nous 
n’avons pas remis une deuxième fois in extenso toutes ces informations ici.  
* Note 2: Pour des raisons évidentes de rigueur scientifique, nous avons utilisé seulement des 
protocoles, méthodes et techniques d'investigation, de mesure et de calcul qui ont déjà été 
validés maintes fois dans la littérature, depuis des décennies maintenant. Plusieurs sont effectués 
en sous-traitance dans des laboratoires scientifiques hospitaliers dûment certifiés. Nous n’avons 
donc pas à justifier ou prouver de nouveau leur validité ou leur bien-fondé. Évidemment nous 
citons lesdits agréments, validations et certifications, lorsque nécessaire. Il n’est pas nécessaire 
non-plus de redémontrer des acquis scientifiques de base (ex.: la chaleur spécifique de 9Kcal/g 
pour tout gras sur la Terre, les points de fusion spécifiques des acides gras ou l’impossibilité de 
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Recent investigations have demonstrated that elevated serum retinol-binding protein 4 (RBP4) 
secreted from adipose tissue plays a role in the development of systemic insulin resistance, and 
lowering RBP4 improves insulin sensitivity. These observations provide a rationale for the 
development of new antidiabetic agents aimed at reducing serum RBP4 concentration. In this 
study, we sought to determine whether retinoic acid (RA) administration decreases serum RBP4 
and suppresses insulin resistance in diabetic ob/ob mice. All-trans RA (100 µg/mouse/day in 
corn oil) was administered by stomach intubation to a group of ob/ob mice, with the control 
group receiving the vehicle for 16 days (d). Body weight and food intake were monitored. 
Glucose and insulin tolerance tests were performed. We quantified serum RBP4 and retinol by 
Western Blotting and HPLC, respectively. RA treatment reduced body weight (P < 0.05), basal 
serum glucose (P < 0.001), serum retinol (P < 0.01) and RBP4 (P < 0.05). It improved insulin 
sensitivity and decreased the retinol: RBP4 ratio (P < 0.05). These studies suggest that RA is an 
effective anti-diabetic agent that could be considered in the treatment of type 2 diabetes. J. Nutr. 






All-trans retinoic acid (RA), the active metabolite of vitamin A, is essential for 
embryogenesis and the proper maintenance of epithelial structure (1,2). Many biological 
functions of RA are mediated by RA receptors (RARs and RXRs) (3). RA is also a powerful 
chemopreventive agent (4). Clinical investigations have demonstrated that it elicits complete 
remission in patients with acute promyelocytic leukemia (4,5). RA is also currently administered 
for the treatment of prostate cancer or neuroblastoma, and various other RA forms (retinoids) 
represent chemopreventive approaches in patients with premalignant lesions, such as actinic 
keratinosis, leukoplakia and cervical dysplasia, or after therapy of primary skin, oral, lung and 
breast cancers (6,7). Although RA is a promising anticancer drug, its efficacy against other 
diseases, such as diabetes, has not been explored.  
Retinol-binding protein 4 (RBP4), a 21-kDa protein, is a physiological carrier of retinol 
in the circulation (8). The liver is the major site where RBP4 is synthesized and retinol is 
mobilized from hepatic vitamin A storage depots bound to newly-synthesized RBP4 in a 1:1 
molar ratio (9, 10). In the circulation, RBP4 exists as a protein complex with the higher 
molecular weight protein transthyretin (TTR), which prevents glomerular filtration and reduces 
renal clearance (11). In addition to the liver, other organs and tissues also express RBP4 (12). 
Recent investigations have demonstrated that serum RBP4 is increased in insulin-resistant mice 
and agents that lower RBP4 improve insulin sensitivity (13). Serum RBP4 concentrations 
correlate with the magnitude of insulin resistance in participants with obesity, impaired glucose 
tolerance, or type 2 diabetes, and in nondiabetic participants with a strong family history of type 
2 diabetes (14). In addition, elevated serum RBP4 is associated with metabolic syndrome 




concentrations and systolic blood pressure. Interestingly, exercise training is accompanied by a 
reduction in serum RBP4 concentrations only in participants with improved insulin resistance. 
Recently, extensive trials in insulin-resistant adults and children from multiple ethnic 
backgrounds discerned strong links between serum RBP4 concentrations and insulin resistance 
and secretion, obesity, and metabolic syndrome components (15-18). In addition, interventions 
that ameliorate insulin resistance in humans lower serum RBP4 (19-21).Genetic modifications 
in RBP4 are also associated with heightened risk of type 2 diabetes (22, 23). All these findings 
provide a rationale for antidiabetic therapies aimed at reducing serum RBP4 concentrations. 
However, a few studies have not found a correlation between insulin resistance and serum RBP4 
(24-27), which has been attributed to methodological problems (28). 
We and others have shown that dietary RA dramatically depresses circulating retinol 
levels in rodents (29-31). Although RBP4 was not measured in these studies, its levels might 
have been diminished, because retinol was bound to RBP4 in serum. Because RA has retinol-
RBP4-lowering effects, we hypothesized that the treatment of diabetic mice with RA may result 




Materials and Methods 
Mice. The study protocol was approved by the Institutional Animal Care and Use Committee of 
the University of Montreal Research Centre. Sixteen female 9-wk-old B6.V-Lep/J ob/ob mice 
were obtained from Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA). They were divided  into 2 
groups of  8 mice each: 1 control (RA-) and 1 RA-supplemented (RA+). The mice were housed 
(4 per cage) under environmentally controlled conditions and a 12-h light/dark cycle with free 
access to water and standard rodent pellet diet (no. 2018, 18% protein for rodents, Harlan Teklad 
(Madison, Wisconsin, USA). The composition of the diet was (g/kg): crude protein, 188; crude 
oil 60 (total saturated, 9.6; total monounsaturated, 12.8; and total polyunsaturated, 34.1), crude 
fiber, 38; carbohydrates, 500 (starch, 450; and sugar, 50), mineral mix, 32.05; vitamin mix, 2.9; 
and energy, 13.7 kJ/g. They were acclimatized to their new environment for 1 wk before the 
experiment started. Body weight and food intake were measured daily. Ten-week-old lean mice 
(C57BL/6 strain), obtained from Charles River Labs (St-Constant, Quebec, Canada) and fed 
standard rodent pellet diet, were studied to determine the normal levels of RBP4, retinol and 
their ratios.  
RA preparation and administration. All-trans RA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was 
dissolved in corn oil and delivered at a dose of 100 µg in 100 µL to the mice by stomach 
intubation daily in the morning. RA- mice received only the vehicle, corn oil. RA 
supplementation continued for 16 d. Because RA is a relatively unstable compound, the solution 
was prepared daily and stability was verified by high pressure liquid chromatography (HPLC). 
To avoid possible RA breakdown from light exposure, all operations with RA were undertaken 




Measurement of blood glucose, intraperitoneal glucose and insulin tolerance tests; Mice were 
deprived of food for 4 h and blood glucose concentrations were measured in tail blood samples 
on d 9 (during treatment) and d 16 (last day of treatment) when intraperitoneal glucose and 
insulin tolerance tests (IPGTT and IPITT) were performed. For IPGTT and IPITT, the mice 
received injections of glucose (1 g/kg body weight) and human regular insulin (1 IU/kg body 
weight), respectively. Blood glucose levels were quantified by Accu-Check glucometer (Roche, 
New Mannheim, Germany) from tail blood samples at 0, 20, 40, 60, 90 and 120 min after 
glucose and insulin administration. 
Collection and storage of serum samples. After mice were deprived of feed overnight, blood 
was collected into vacutainer tubes containing a silica gel-based clotting activator and 
previously wrapped with aluminum foil to minimize light exposure. The samples were 
immediately processed in a dark room, and serum was obtained by centrifugation at 8165 x g at 
4oC (Eppendorf Centrifuge, model 5415C), then stored in 1.5 mL brown Eppendorf cryotubes 
at -80oC until analysis. They were thawed once and simultaneously assayed for retinol and 
RBP4. 
Extraction of retinol from serum samples for HPLC. Retinol from the serum samples was 
extracted by butanol/acetonitrile (equal volumes) essentially as described by McClean et al. (32) 
except that the method was applied to smaller sample volumes. Samples stored at -80oC were 
defrosted on ice and centrifuged for 10 min at 4oC at 735 x g (Eppendorf Centrifuge, Model 
5415C) to obtain clear supernatants. Then 200 µL of serum was transferred to a borosilicate 
tube wrapped in aluminium foil and 200 µL of butanol/acetonitrile (1:1) was added. The mixture 
was vortexed for 1 min and, after the addition of 72 mg hydrated K2PO4 in 20 µL of water, was 




Sorval RC3C Plus centrifuge precooled to 4oC. A total of 100 µL of clear supernatant was 
injected into the HPLC system. Recovery studies were performed with the addition of retinoids 
(5-50 ng/100 µL range) to 3 separate serum samples. Retinol recovery in this extraction method 
is ˃ 99%. HPLC of serum retinol. The HPLC system consisted of Shimadzu Model LC-
10ADVP equipped with a SIL-HTC autosampler and cooling system (Man-Tech, Guelph, 
Ontario). Retinol was separated on a Partisil 10-ODS analytical column (250 Х 4.5 mm, Grace 
Discovery Sciences, Deerfield, IL, USA) and eluted with a mobile phase of acetonitrile:water 
65:35), containing 10 m mol/L  ammonium  acetate, at a flow rate of 1.2 mL/min. Retinol was 
detected by a photodiode array detector (Shimadzu Model SPD-M10 AVP) that collected 
spectra between 200 and 500 nm. Calibration curves for retinol were obtained with standard 
pure solutions of retinol (Sigma-Aldrich). Characteristic UV spectra and retention times were 
identified for retinol and peak areas were measured at λmax-330 in a Shimadzu Model SZ-228 data 
system. The detection limit for retinol was 2 pg. 
Measurement of serum RBP4 by quantitative Western blotting. Serum RBP4 was quantified 
essentially as described by Graham et al. (28).Pure human urinary RBP4 (Sigma-Aldrich) 
served as standard protein for RBP4 quantification. Standard solutions of 20, 40 and 80 ng/µL 
of RBP4 and 1-µL serum samples were used in the analysis. Proteins were separated on 15% 
Tris-glycine SDS-PAGE gels, and were transferred to Hybond nitrocellulose membranes 
(Amersham, Boston, MA USA).The blots were incubated overnight at 4oC with primary 
antibody, anti-RBP4 raised against full-length human RBP4 that is recommended for the 
detection of precursor and mature mouse, rat and human RBP4 (Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, CA, USA).The primary antibody was diluted 1:700. The blots were subsequently 




antibody (goat anti-rabbit IgG-horsedishperoxidase, diluted 1:3,000, Santa Cruz 
Biotechnology). Antibody complexes were visualized by enzymatic chemiluminescence 
(chemosubstrate kit from Perkin Elmer, Waltham, MA, USA), and the bands were quantified 
with ImageQuant 5.2 software (Molecular Dynamics, Sunnywale CA). Standard RBP4 
calibration curves (second-order polynomial curves r2 > 0.99) for each individual gel were 
charted to calculate its concentrations in serum. 
Statistical analysis. The results are presented as mean ± standard error of the mean (SEM). 
Significance was assessed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Newman-
Keuls analysis (Prism Graph Pad software). An unpaired Student’s t test was used for 
comparison of area under the curve (AUC)-glucose and AUC-insulin. Differences were 
considered significant at P <0.05. 
Results 
RA supplementation reduces body weight. Mice began to lose weight 2 days after RA 
administration (Fig.1) and continued to do so for 13 d, after which they gradually started to gain 
weight at a low rate. On the other hand, mice in the RA- group grew normally and gained weight 
during the course of the experiment. Body weights of the RA+ mice were less than those of the 
RA- mice, beginning on d 4 of the study (P < 0.05) (Fig.1) On d 16, RA+ mice weighed 7,4%  
less than RA- controls (P < 0.01). The lower weight was not due to reduced food intake, which 
did not differ between RA- (5.43 ± 0.14 g/mouse/d) and RA+ (5.17 ± 0.13 g/mouse/d) groups.  
 
RA supplementation lowers basal blood glucose concentrations, improves glucose tolerance 
and suppresses insulin resistance. Blood glucose concentrations after 4-h food removal in 




treatment decreased basal blood glucose (P < 0.001) on days 9 and 16 (Fig.2).The blood 
glucose-lowering effect of RA was dramatic, with concentrations in the RA+ group being  ~ 45% 
less than in RA- mice at both times. Glucose tolerance was evaluated in RA- and RA+ob/ob mice 
by IPGTT, and significant improvement was observed in the RA+ group (Fig. 3A). The 
difference in the area under the curve (AUC) of blood glucose between RA- and RA+ mice was 
20% (P < 0.01). To assess the amelioration of insulin sensitivity by RA, we performed IPITT 
and measured glucose excursion in response to insulin. RA treatment resulted in decreased 
blood glucose concentrations at 20-60 min (Fig.3B), indicating significant suppression of 
insulin resistance. The difference in the AUC of blood glucose between RA- and RA+ mice was 
34% (P < 0.05).  
RA treatment lowers circulating retinol and RBP4 concentrations and ROL: RBP4 ratio.  
 It has been demonstrated that RA supplements in the diet lower serum retinol concentrations in 
rats. Therefore, it was of interest to determine whether RA treatment alters serum retinol and 
RBP4 concentrations in  ob/ob  mice. Supplemental Figure 1 illustrates HPLC separation of 
retinol extracted from the serum of RA- and RA+ ob/ob mice and lean controls. RA+ob/ob mice 
had a 29% lower serum retinol concentration than RA- mice (4.2 ±0.40 vs 5.9 ± 0.34 µmol/L 
respectively; P < 0.01). However, RA treatment for 16 days did not normalize the serum retinol 
concentrations of ob/ob mice; it was lower in lean mice (1.9 ± 0.14µmol/L) than in both ob/ob 
groups (P < 0.001). Serum RBP4 concentrations were analyzed by quantitative Western 
blotting. Figure 4A depicts representative Western blots of RBP4 from RA-, RA+ob/ob and lean 
mice along with standard pure RBP4. RA treatment reduced serum RBP4 concentrations in 
ob/ob mice (13%; P < 0.05) (Fig.4B), in good agreement with improved insulin sensitivity 




those of lean mice (Fig.4B, c).The ob/ob mice had a serum retinol:RBP4 ratio of 2.4 ± 0,14 (P 
< 0.01) (Fig.4C, a), higher than that of lean mice (1.38± 0,07; P < 0.01) (Fig. 4C, c). RA 
treatment reduced the retinol: RBP4 ratio in ob/ob mice (1,97±0,12) (13%; P < 0.05), but did 
not normalized it to that of lean mice. However, decreased basal blood glucose and suppression 
of insulin resistance as a result of RA treatment are consistent with the reduction of the 
retinol:RBP4 ratio. 
Discussion 
In this study, we investigated the effects of RA on glucose homeostasis in a type 2 
diabetic ob/ob mouse model. In addition, we examined the relationship between insulin 
sensitivity and retinol-RBP4 levels. Obesity in this insulin-resistant mouse model is due to a 
mutation in the obesity gene that codes for leptin. These mice exhibit profound obesity, insulin 
resistance and metabolic abnormalities such as hyperglycemia, hyperinsulinemia and glucose 
intolerance, which phenotypically resemble human type 2 diabetes (33). These mice also exhibit 
reduced metabolism and body temperature. We used 9-10-wk-old  ob/ob mice, because at this 
age, they have well-developed insulin-resistance and hyperinsulinemia (34). Our results clearly 
demonstrated that RA significantly improved glucose homeostasis. Basal glucose levels were 
significantly lower at day 9 and were not altered until the end of treatment (16 days), indicating 
maintenance of lower glucose levels with long-term administration rather than an acute 
hypoglycaemic effect after a single dose. In addition, RA treatment significantly ameliorated 
glucose and insulin tolerance. 
Several authors have reported that vitamin A is involved in the regulation of adiposity 
and energy balance (35,36). Mice receiving vitamin A lost weight (37) and it was recently 




diet for 5 wk (38). Although RA suppressed insulin resistance in this study, it did not lower 
basal glucose levels. We administered RA orally to diabetic mice for 16 days, and they lost 10% 
of their weight. Because the food intake of RA-treated mice did not differ from that of untreated 
controls, the weight loss of these mice reflected an improvement in energy expenditure.  
We have previously demonstrated that RA in the diet dramatically lowers circulating 
retinol levels, probably due to a feedback signal generated by peripheral tissues (30, 31).  A 
recent experiment disclosed decreased adipose-RBP4 production in mice administered RA 
subcutaneously for 4 days (39), suggesting that the lower RBP4 levels seen in RA+ mice in the 
current study could be the result of diminished synthesis and secretion of adipose-derived 
RBP4.Because a series of investigations in mice and humans have shown a strong relationship 
between serum RBP4 and  obesity-induced diabetes, we wanted to test whether RA treatment 
in diabetic mice lowers serum RBP4 and improves insulin sensitivity. Our experiments on ob/ob 
mice revealed a serum RBP4-lowering effect of RA and a concomitant increase in insulin 
sensitivity. It is likely that the overall effects of RA in enhancing glucose homeostasis are due 
not only to decreased serum RBP4, but also to the activation of insulin-sensitizing genes through 
RARs, RXRs and peroxisome proliferation-activated receptors (PPARs) (40, 41). This view is 
supported by a recent report that RA represses obesity and insulin resistance by activating 
PPARβ/δ and RARs (38). Another study found that lowering only serum RBP4 was not 
sufficient to improve insulin sensitivity in obese mice (39). In this investigation synthesized 
non-retinoid A1120 - a small molecule that binds with high affinity to RBP4 - displaced TTR 
from RBP4-TTR complexes and decreased serum RBP4, but was unable to enhance insulin 
sensitivity. It is noteworthy that a retinoid analog, fenretinide, also lowered serum RBP4 by a 




involvement of alternative mechanisms (13,42). These studies and our experiments suggest that 
a retinoid moiety that decreases serum RBP4, appears to be important in regulating glucose 
homeostasis in diabetic conditions. The observation of serum RBP4 elevation in obese and 
insulin-resistant mice and humans indicates that vitamin A metabolism may be altered under 
these conditions. However, limited information is available on the rate of vitamin A metabolism 
in diseases such as diabetes, where vitamin A transport is enhanced by serum RBP4 elevation. 
It is possible that, in addition to other factors, lowering serum RBP4 may be important for the 
suppression of insulin resistance.  
In the fasted state, retinol bound to RBP4 circulates in the blood in approximately a 1:1 
molar ratio, and studies have shown that a small quantity of retinol unbound to RBP4 is also 
present in the circulation (43,44). Although, theoretically, the retinol/RBP4 ratio in blood is 1, 
the measured ratio is > 1 due to the presence of free retinol in the circulation. Motani et al. (42) 
reported a serum retinol/RBP4 ratio of ~ 1.78 in lean mice which was slightly higher than our 
values in such animals (1.38, Fig. 4).Several authors have discerned an association between the 
serum retinol/RBP4 ratio with obesity and type 2 diabetes (16, 45, 46), suggesting that the serum 
retinol/RBP4 ratio is a more relevant indicator of type 2 diabetes than serum RBP4 alone. In our 
studies, we found a significant increase in the serum retinol: RBP4 ratio in ob/ob mice compared 
with lean mice, and treatment with RA lowered the ratio by 20%. Because the decreased serum 
retinol: RBP4 ratio is consistent with the improvement in glucose homeostasis, we propose that 
it could be used to test the efficacy of drugs that improve the glycemic index. However, more 
work in several insulin-resistant animal models is needed to strengthen this hypothesis. 
Interestingly, a significant amount of unbound retinol (based on the retinol-RBP4 ratio), a 




retinol in serum contributes to the pathogenesis of type 2 diabetes. In this context, recent studies 
have reported a greater retinol: RBP4 ratio in cerebrospinal fluid (CSF) than in the serum of 
participants with idiopathic intracranial hypertension (IIH), indicating the involvement of free 
retinol in CSF in the pathogenesis of IIH (47, 48). 
In summary, the present work demonstrates that RA treatment significantly improves 
insulin sensitivity and glucose homeostasis in insulin-resistant ob/ob mice. Our results support 
the antidiabetic activity of RA that could prove to be of clinical importance and provide new 
treatment strategies in the management of type 2 diabetes. In addition, the serum retinol-RBP4 
ratio may provide the therapeutic potential of drugs in treating type 2 diabetes. 
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Figure 1: Growth curve of RA- (a) and RA+ (b) ob/ob mice during 16-d treatment. Values are 
mean ± SEM, n =7-8 in each group. Asterisks indicate different from RA- at that time; P < 0.05* 
and P < 0.01** (b versus a). 
Figure 2: Basal blood glucose concentrations in RA- (a)  and  RA+ (b) ob/ob mice on day 9 and 
16.Values are mean ± SEM, n = 6-8, P<0.001***different from RA- at that time(b versus a)  
Figure 3: IPGTT (A) and IPITT (B) in RA- (a) and RA+ (b) ob/ob mice on day 15 and 16 
respectively (n =5- 8). Glucose concentrations were normalized to the time zero concentration 
of the RA- group (a) and plotted as % change overtime. Values are mean ± SEM, asterisks 
indicate different from RA- at that time; ***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05 (b versus a).  
Figure 4: Serum RBP4 concentrations (A,B) and the serum retinol RBP4 ratio (C) in RA-  and 
RA+ob/ob mice and in lean mice on day 16. (A) Representative Western blotting of RBP4 in 
serum. In B and C, values are mean ± SEM, n=8 except lean, n=4.Means without a common 
letter differ; P<0.05.   
Supplemental Figure: HPLC sensitivity on separation of ROL extracted from the serum of RA- 
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Acronyms and Abbreviations  
 
ACRTN = apo-carotenal   
 
ACRTNA-A= apo-carotenoic acid  
 
ADH= alcohol dehydrogenase  
ARAT = retinolacyltransferase 
AUC= area under the curve  
BAT= brown adipose tissue 
BBG = basal blood glucose 
β-CRTN = beta-carotene  
 
BCO-I = β-carotene mono-oxygenase  
 
BCO-II = β-carotene di-oxygenase 
BNP=brain natriuretic pepetide 
CIDEA= cell death activator  
CMA = chaperon mediated autophagy  
 
CM = chylomicrons   
 
CMR = chylomicrons remnants 
COX-II = cytochrome oxydase 
CPT = carnitine palmitoyltransferase  
 
CRABP = cellular RA binding protein  
 
CRBP = cellular retinol binding protein 
 
CYP 26= cytochrome polypeptide family 26 
FGF21 = Fibroblast growth factor 21 
 
HAT= histone acetyltransferase   
 
HDAC = histone deacetylase  
HE = hematoxilin eosine staining 
HPS= haematoxylin phloxin saphrane  
IPGTT= intra-peritoneal glucose 
tolerance test  
IPITT= intra-peritoneal insulin 
tolerance test 
IR = insulin resistance  
 
LDL = low density lipo-protein 
LIV = liver  
 
LPL = lipo-protein lipase   
 
LRAT= lecithin: retinol acyltransferase  
 
NAD = nicotinamide adenine dinucleotide  









NADH= NAD derived reduction agent  
NADP = NAD phosphate   
NADP+ = NADP derived oxidation agent 
NADPH = NADP derived reduction agent 
 
Normalisation=  always referred as « toward healthy 
lean control animals profile »  
OPM = oxidate polar metabolites 
 
PGC1α= Peroxisome proliferator-activated 
 receptor-gamma coactivator 1α 
PPAR = Peroxisome proliferator-activated receptor 
PRDM16 = PR domain zinc finger protein16  
RA = retinoic acid ( form of vitamin A)   
 
RAL = retinal (form of vitamin A )  
 
RALDH = retinaldehyde dehydrogenases (RALDH1 
 as for ALDH1A1, and RALDH2 as for ALDH1A2) 
RAR = retinoic acid receptor 
 
RARE = retinoic acid response element 
RBP (RBP4) = retinol binding protein 
 
RDH = retinol dehydrogenase 
 
RE = retinyl esters  
 
REH = retinyl esters hydrolase  
 
ROL = retinol (form of vitamin A )  
 
RXR = retinoid X receptor 
SF = subcutaneous fat  
SM= skeletal muscle 
 
STRA6 = stimulated by RA gene 6 
T2DM = type 2 diabetes mellitus  
 
TR = thyroid hormone receptor  
 
TTR = transthyretin  
 
UCP1 = uncoupling protein 1 
VF = visceral fat  
 
VLDL = very low density lipo-protein 
 






Introduction: We have previously demonstrated that retinoic acid (RA) treatment in obese 
diabetic mice (ob/ob) reduces levels of serum vitamin A (ROL) and its transporter (RBP4), 
fasting glycaemia, insulin resistance (IR), body weight (bw) and visceral adipocyte diameter 
despite similar food intake (g) and motor reflexes in RA and in vehicle only treated groups.   
Aims: To determine whether RA affects: 1) vitamin A metabolism gene expression for uptake, 
transport, storage, oxidation and nuclear receptors; 2) the concentrations of ROL and retinyl 
esters (RE) and 3) RBP4, in subcutaneous fat (SF), visceral fat (VF), skeletal muscles (SM) and 
liver (LIV); 4) expression of PGC1α and UCP1, two genes characteristic of beige/brown fat 
metabolism; and 5) adipocyte morphology.     
Methods: Sixteen 9-week old B6.V-Lep/J ob/ob mice obese and IR were treated by stomach 
intubation for 16 days as follow: 8 were treated with 100 μg atRA (2μg/gbw/day) in 100 μL 
corn oil (vehicle), and 8 with vehicle only serving as obese diabetic controls. Eight lean and 
healthy mice served as healthy controls. Gene expression (mRNA) was evaluated by qRT-PCR, 
RBP4 protein levels by WB, retinoid levels by HPLC, and fat morphology by staining 
histological observation. Motor reflex was evaluated by tail suspension (SHIRPA protocol).   
 
Results: RA treatment: 1) induced tissue-specific (SF, VF, SM, LIV) modulations of gene 
expression for vitamin A metabolism; 2) normalized ROL concentrations in SF, VF, SM and 
RE concentrations in SM and LIV; 3) normalized RBP4 protein levels in SF, VF and LIV; 4) 
increased PGC1α and UCP1 gene expression in fat tissues; 5) reduced adipocyte hypertrophy; 
6) increased the poly unsaturated fatty acids (PUFAs) liquid fraction (cryoseparation at -20ºC) 
and ;7) seemed to increase angiogenesis and autophagy, in the adipose tissue. 
Conclusions: RA treatment induces tissue-specific retinoid metabolism gene expression 
improving vitamin A homeostasis, and reduces adipocyte size and body weight despite similar 
food intake between treated and not treated ob/ob mice groups, suggesting improvement in 
energy metabolism. Increased PGC1α and UCP1 (mRNA), angiogenesis, PUFAs fraction, 
probable autophagy, and specific tissue morphology, suggests beige/brown fat presence.    
 
Keywords:  retinoic acid, vitamin A metabolism, RBP4, PGC1a, UCP1, PUFA, beige/brown 





  Many studies have found that vitamin A and its metabolites are involved in the regulation 
of adipogenesis, insulin sensitivity and glucose homeostasis (Bonet et al. 2012, Landrier et al. 
2012, Manolescu et al. 2010, Mercader et al. 2006, Rhee and Plutzky 2012, Sima et al. 2011). 
Retinoic acid (RA), an active vitamin A metabolite, is essential for embryogenesis and cell 
differentiation (Clagett-Dame and DeLuca 2002, Ross S. A. et al. 2000b). RA regulates gene 
expression by binding and activating the nuclear receptors RARs and RXRs (Chambon P. 1996). 
Dietary vitamin A (animal and vegetal source) is esterified in the enterocytes (MacDonald and 
Ong 1988) then incorporated into chylomicrons and secreted into the circulation via the 
lymphatic system (MacDonald and Ong 1988, Ross AC and Zolfaghari 2004, Ross AC et al. 
2001). Other retinoids are also found in the blood, such as: retinyl esters (RE) incorporated 
mainly in low density (LDLs) and very low density (VLDLs)  lipoproteins (Hussain et al. 1991); 
water soluble β-glucuronides of ROL and RA (Quadro L et al. 2003); carotenoids incorporated 
into chylomicrons,  LDLs and VLDLs and all-trans and 13-cis RA linked to albumin (Li Y. et 
al. 2014). In the circulation, chylomicrons are converted into chylomicron remnants, of which 
approximately 75% are cleared by the liver (Cooper 1997) and 25% by extra-hepatic tissues 
(Blomhoff and Blomhoff 2006, Goodman DS et al. 1966, Goodman D. S. 1974). The ROL is 
either oxidized to retinal (RAL) and then to RA, or esterified as RE  (Blomhoff et al. 1991) and 
stored mainly in hepatic stellate cells (Blaner WS et al. 2009). From the liver, RE are  hydrolysed 
to ROL and  transported in a 1:1 molar ratio to extra-hepatic tissues by retinol binding protein 
4 (RBP4), synthesized in hepatocytes (Blaner W. S. 1989). In the circulation, the ROL-RBP 
complex (holo-RBP4) interacts strongly with circulating transthyretin (TTR) in a 1:1 molar ratio 
to prevent rapid glomerular filtration by the kidney (Quadro L et al. 2003). RBP4 is also 
synthesized in adipose tissues  (Tsutsumi et al. 1992) and released into the circulation, where its 
level has been found to correlate with obesity and insulin resistance (Graham TE et al. 2006b). 
Circulating holo-RBP4 delivers ROL to retinoid-responsive cells, where it can be esterified into 
RE (storage) or oxidized to RAL and subsequently RA (Bhat and Lacroix 1983b, Napoli JL 
1996b). RA is an important regulator of adipocyte differentiation (Villarroya et al. 1999) via the 
RA-nuclear receptors RARs and RXRs (Alemán et al. 2004). Vitamin A deficiency is associated 
with increased fat deposition, and the adipocytes are dynamically involved in retinoid storage 




suppressing RXR responses in vitro (Ziouzenkova O. et al. 2007b), reducing fat accumulation 
and improving insulin sensitivity in diabetic mice (Reichert et al. 2011). However, limited 
information is available regarding the metabolic implications of vitamin A in diabetes (Rhee 
and Plutzky 2012).  
Our laboratory has previously demonstrated that RA treatment in obese and IR ob/ob 
mice decreases serum ROL and RBP4 levels, fasting blood glucose concentrations, IR, body 
weight and visceral adipocyte size despite similar food intake (g) in treated and non-treated 
animals (Manolescu et al. 2010) (Manolescu et al. 2014). The RA treatment also increased the 
mRNA expression levels of the cardiac hormones ANP and BNP in cardiomyocytes (Manolescu 
et al. 2014). Both of these cardiac hormones can induce brown fat (Bordicchia et al. 2012, 
Whittle and Vidal-Puig 2012). In the present study, we postulated that these RA-related effects 
could be associated with RA influence on :  1) the expression of genes involved in vitamin A 
uptake (STRA6), transport (RBP4, CRBP, CRABP), storage (LRAT), oxidation (RDH, 
RALDH), catabolism (CYP26A1 and CYP26B1) and nuclear receptors (RAR, RXR) in 
subcutaneous fat (SF), visceral fat (VF), skeletal muscle (SM) and liver (LIV); 2) the 
concentrations of vitamin A (ROL, RE) and 3) RBP4 protein in the same tissues; 4) the 
expression in SF and VF of two genes (PGC1α; UCP1) known to be involved in mitochondrial 
bio-genesis and brown/beige fat metabolism; and  5) the adipocyte morphology in SF and VF; 
which influences vitamin A homeostasis and fat tissue remodelling.   
 
Materials and methods 
Mice manipulation and treatment  
The study protocol was approved by the Institutional Animal Care and Use Committee 
of the Université de Montréal Research Centre (CRCHUM). Detailed descriptions of our 
experimental protocols, mice and diets can be found in our previous publications (Manolescu et 
al. 2014, Manolescu et al. 2010). Briefly, sixteen 9-week-old female B6.V-Lep/J ob/ob mice 
were obtained from Jackson Laboratory Bar Harbor, ME, USA. This transgenic mouse strain is 
leptin-deficient (Lep -/- ) and exhibits lethargy, a low basal metabolic rate, hyperphagia, obesity 
and metabolic abnormalities such as insulin resistance and hyperglycaemia, reminiscent of  
human type 2 diabetes (Drel et al. 2006, Zhang Y. et al. 1994). Several leptin transgenic mouse 




normal C57BL/6 mice.  Mice were acclimatized to their new environment for a standard one 
week before experimentation and were housed (4 per cage) under environmentally controlled 
conditions with room temperatures at 25 degrees Centigrade and a 12-hour light/dark cycle, with 
free access to water and a balanced standard rodent pellet diet  (no. 2018, 18% protein for 
rodents, Harlan Teklad). Their diet composition consisted of (in g/kg): crude protein, 188; crude 
oil, 60 (total saturated fat, 9.6; total monounsaturated fat, 12.8; and total polyunsaturated fat, 
34.1); crude fibre, 38; carbohydrates, 500 (starch, 450; sugar, 50); mineral mix, 32.05; vitamin 
mix, 2.9; providing a total overall energy of  13.7 kJ/g, as guaranteed by the manufacturer. The 
animals were randomly divided into 2 groups: Group 1 received daily supplementation of 100 
µg atRA (2μg/gbw/day) in 100 µL of corn oil (vehicle) administered by stomach intubation 
(ob/ob+RA; n=8), and Group 2 received the vehicle only and served as obese controls (ob/ob; 
n=8). A group of 10-week old lean mice (C57BL/6 strain; n=8) obtained from Charles River 
Laboratories (St-Constant, Québec, Canada) and fed the same standard rodent pellet diet served 
as healthy lean controls. Since blood glucose decreased significantly with RA treatment after 1 
week and remained reduced after 2 weeks, the animals were euthanized on day 16, after an 8-
hour fast and 24 hours after the last dose of RA treatment (Manolescu et al.2010). The ob/ob 
transgenic mice are particularly lethargic, have lower body temperatures than normal mice 
(Klaus et al. 1998, Landsberg et al. 2009), have a low metabolic rate and exhibit very low 
physical activity, as guaranteed by the producers, usually in metabolic cage and by SHIRPA 
protocols for locomotor and coordination evaluations (Hatcher et al. 2001). Our animals were 
housed according to the producer’s recommendations (Manolescu et all. 2010) and exhibited 
the expected low motor phenotype. We observed the locomotor activity and body positions in 
their cages twice a day (morning and evening) as well as their touch-escape responses and 
locomotor reflex movements during a 10 second suspension-by-tail every morning throughout 
the experiment. To avoid additional stress this was performed quickly in the course of their daily 
treatment routine and not as a supplementary manipulation. Mice maintained good appetites, 
and no specific signs of stress were noted (Manolescu et all. 2010). Based on observational 
qualitative assessment (e.g., SHIRPA protocol for reflex movements), all mice were determined 
to be lethargic, and their locomotor reflex activity was similar between RA treated and untreated 
mice. After euthanasia, samples of adipose tissues, skeletal muscle and livers were collected, 




analysis. Subcutaneous fat (SF) was obtained from inguinal and flank regions, and visceral fat 
(VF) was obtained from paired gonadal and mesenteric regions, considered to be white fat 
(WAT) in murine anatomy (Casteilla et al. 2008). 
RT-qPCR analysis for comparative gene expression (mRNA) in tissues      
Total RNA was extracted from adipose, skeletal muscle and liver tissues with TRIZOL, 
according to the instructions provided by the manufacturer (Invitrogen, Toronto, ON, Canada). 
Tissue samples (200–300 mg) were homogenized in 1 mL TRIZOL reagent and incubated for 5 
min at room temperature. The homogenates were centrifuged in an Eppendorf centrifuge at 
12.000xg for 10 min at 4°C, and the supernatant was collected. After addition of 0.2 mL of a 
chloroform/isoamyl alcohol mixture (49:1),the supernatant was shaken vigorously and 
incubated at room temperature for 5 min, then centrifuged at 12,000xg for 10 min at 4°C, and 
the aqueous phase was collected. The RNA was precipitated with 0.5 mL of isopropyl alcohol, 
centrifuged (12,000xg for 10 min at 4°C) and washed twice with 75% ethanol. The RNA pellet 
obtained was dissolved in 30 μL deionized water. The RNA was reverse-transcribed with an 
iScript cDNA synthesis kit, as recommended by the manufacturer (Bio-Rad, Hercules, CA, 
USA). The reaction mixture contained a pro-rata sample volume (μL) including 1 µg RNA, 4 
μL iScript super mix (5×) and 1 μL iScript reverse transcriptase, with sufficient deionized water 
to result in a total volume of 20 μL. The reaction was carried out for 5 min at 25°C, 30 min at 
42°C, and 5 min at 85°C. Product quality control was performed on an agarose gel by 
electrophoresis and demonstrated reverse-transcription products as single bands of expected 
sizes. The reverse-transcription product was diluted 5 times prior to RT-qPCR. The RT-qPCR 
analysis was performed in a Rotor Gene 3000 (Corbett, Australia). Each RT-qPCR amplification 
contained the diluted reverse-transcription product (cDNA, 2 μL), forward and reverse primers 
(300 nmol/L), and 2× iQ SybrGreen mix (Bio-Rad) in a final volume of 20 μL. After 
denaturation at 95°C for 7 min, the samples went through a 1°C annealing temperature 
touchdown of 7 cycles starting from 60°C (15 s at 95°C, 15 s at annealing temperature, and 15 
s at 72°C), followed by 40 cycles of amplification (15 s at 95°C, 15 s at 58°C, and 15 s at 72°C). 
A dissociation protocol after the amplification program characterized the amplified products. 
Each of the primer pairs amplified a single predominant product. The oligonucleotide primers 
used for RT-qPCR to direct mRNA expression were designed with Primer Blast NCBI Software, 




RT-qPCR method as reported in (Gutkowska et al. 2007). The relative expression of the RT-
qPCR products was determined according to the comparative Ct method (2-ΔΔCt ) (Gutkowska 
et al. 2007). Quality and method efficiency were verified with same CRCHUM laboratory 
(Gutkowska J, Jankowski M. 2007, 2014). The 18S ribosomal RNA (Quantum 18S, Ambion, 
Life Tech, Burlington, ON, Canada) served as a gene for normalization given its consistent 
expression and the prevailing literature (Berry et Noy 2009, Manolescu et al.2014, Sima A et 
al. 2011).    
Retinoid extraction and HPLC measurement in tissues  
Retinoids were extracted by homogenizing approximately 200 mg of fat tissues in 700 
µL and 200 mg of skeletal muscle and liver in 1000 µL of a butanol–acetonitrile mixture (1:1), 
following the PV Bhat methods (Sima et al. 2011). Then, 72 mg of K2HPO4 in 20 µL of water 
was added to the extract and vortexed for 30 s. The extract was centrifuged at 14,000xg for 20 
min at 4ºC to obtain a clear supernatant, and 100 µL was injected onto an HPLC column using 
HPLC grade solvents purchased from Fisher Scientific (Toronto, ON). All-trans RA, ROL and 
RE of scientific grade purity were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO).  HPLC 
was performed with a Shimadzu LC-10ADVP system equipped with a SIL-HTC auto-sampler 
and cooling apparatus (Man-Tech, Guelph, ON). Retinoids were separated in a 250 x 4.5 mm 
Phenomenex 10-ODS analytical column (Phenomenex Inc., Torrance CA) and eluted with a 
mobile phase of acetonitrile:water (60:40) containing 10 mM ammonium acetate for ROL and 
a mobile phase of methanol:water (95:5) containing 10 mM ammonium acetate for RE at a flow 
rate of 1.2 mL/min, according to methods by Bhat P.V. described in Bhat and Lacroix (1983b). 
Retinoid peaks were identified in a photo diode array detector (Shimadzu Model SPD-M10 
AVP) that collected spectra between 200 and 500 nm. Calibration curves were obtained with 
standard pure retinoid solutions (Sigma-Aldrich).Characteristic UV spectra and retention times 
were identified for retinoid and peak areas were measured at λmax-330 in a Shimadzu model 
SZ-228 data system.  
Measurement of RBP4 levels by quantitative Western Blotting  
         Tissues (100-200 mg) were homogenized with OMNI TH Homogenizer, in 1 mL RIPA 
lysis buffer composed of: TRIS(50mM), NaCl(150mM), EDTA(1mM), Na deoxycholate 
(0.25%), SDS( 0.1%), Nonidet P40 (1%), glycerol (5%), protease inhibitors (aprotinin, 




each. The total protein quantity was measured by the Bradford method (Bio-Rad protein assay, 
Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Pure human urinary RBP4 (Sigma-Aldrich, USA), which has 
the same structure as the murine one, served as standard for the RBP4 quantification. Urinary 
RBP4 is decarboxylated, therefore its molecular weight on WB bands is slightly lower than 
tissue RBP4. This is normal, and the immune-detection is not affected. Standard solutions of 
20, 40, and 80 ng of pure RBP4 and 20 µg total protein from samples (SF, VF, and LIV) were 
used in the analyses. Total protein was boiled with Laemmli buffer, separated on 15% Tris-
glycine SDS-PAGE gels and transferred to Hybond nitrocellulose membranes (Amersham, 
Boston, MA, USA). The membranes were blocked for 2 hours at room temperature with Tris-
buffered saline containing 0.1% Tween 20 and 5% milk. They were subsequently incubated 
overnight at 4ºC with 1:2000 diluted primary antibody (monoclonal anti-RBP4 raised against 
full-length mouse RBP4) as recommended for the detection of precursor and mature mouse and 
human RBP4 (Abcam, Cambridge, MA, USA). The blots were incubated for 1 hour at room 
temperature with horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody (goat anti-rabbit IgG-
horseradish peroxidase, diluted 1:2000, Abcam, Cambridge, MA, USA). Antibody complexes 
were visualized by enzymatic chemo-luminescence (chemo substrate kit from Perkin Elmer, 
Waltham, MA. USA) and the bands were quantified with Image-J software (National Institutes 
of Health, Bethesda, MD, USA, (http://rsbweb.nih.gov/ij/). Pure RBP4 standard calibration 
curves (second-order polynomial curves, r2 > 0.99) were plotted to quantify tissue RBP4 level.  
Tissue histology and adipocyte morphology  
        Histology was performed in the licensed Pathology core facility of the Centre 
Hospitalier de l’Université de Montréal  (CHUM/ Hôtel-Dieu Hospital of Montréal, Qc. 
Canada) in SF and VF adipose t issues . After tissue embedding in paraffin, sections of 4 to 
8µm thick were transversally cut and mounted on polylysine-treated slides (Cat.No.P-4981, 
Esco, Erie Scientific Co, Portsmouth, NH, USA). The sections were stained with Haematoxylin-
Eosin (H & E) and/or Haematoxylin Phloxin Saphrane (HPS). Image treatment and evaluations 
were made according to methods by Danalache B.A. described in Manolescu et al. (2014). In 
brief, images were acquired at a magnification of 400x with an inverted microscope Olympus 
MODEL IX51 equipped with a Q-Imaging QICAMIR Fast Digital 1394 CCD camera and Q-
Capture acquisition software. A transferred copy in inverted light was also made, for higher 




Image-J software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA, 
(http://rsbweb.nih.gov/ij/). The surfaces of at least 1000 cells were analysed manually using 
Threshold, Watershed and ROY Manager functions and are presented in μm2. 
Statistical analyses 
      The results are presented as the means ± SEM. Differences between groups were assessed 
by one-way ANOVA with multiple comparisons and followed by Newman-Keuls exact 
probability testing (Graph Pad Prism, San Diego, CA, USA). Differences with a value of P < 
0.05 were considered statistically significant. 
Results   
Effects of RA treatment on genes involved in vitamin A metabolism in ob/ob mice 
         RA treatment significantly decreased serum ROL and RBP4 levels, suggesting that 
exogenous RA administration may affect the endogenous metabolism of vitamin A (Manolescu 
et al. 2010). Therefore, we decided to investigate the expression of genes involved in vitamin A 
metabolism for ROL uptake (STRA6), transport (RBP4, CRBP, CRABP), storage (LRAT), 
oxidation (RDH, RALDH), catabolism (CYP26A1 and CYP26B1) and nuclear receptors 
expressions (RAR, RXR) in subcutaneous fat, visceral fat, skeletal muscles and livers of healthy 
mice and in obese and diabetic ob/ob mice treated with RA or with the vehicle alone (Fig.1). 
The expression levels (mRNA) of the membrane receptor STRA6 were significantly decreased 
in the SM and the VF tissues, while they were increased in the SF. The RA treatment 
significantly lowered the RBP4 transcripts in SF tissue (Fig. 1A). Treatment with RA increased 
cellular retinoid transporter CRBP1 expression in SF, SM and LIV tissues (Fig.1A, 1C and 1D). 
The RA treatment decreased the mRNA levels of LRAT, the enzyme involved in the 
esterification of retinol, in LIV tissues (Fig.1D). However, LRAT expression was significantly 
increased in the VF and SM tissues of RA treated mice (Fig. 1B and 1C). The RDH10 enzyme 
expression (mRNA) was decreased by the RA treatment in the SF (Fig. 1A) and increased in the 
VF of the ob/ob+RA mice (Fig.1B). The RALDH1 enzyme expression level was lowered by the 
RA treatment in the SF and increased in the VF, the SM and in the LIV of the ob/ob+RA mice 
(Fig.1). The RALDH2 expression level, a vitamin A second step oxidation enzyme 
(irreversible), was decreased in VF and SM (Fig.1B and 1C), while it was increased in SF and 
LIV (Fig.1A and 1D) after RA treatment. Cellular retinoic acid binding protein 1 (CRABP1) 




and increased in SM (Fig.1C), while the second cellular retinoic acid binding  protein (CRABP2) 
was decreased  in  the LIV tissue (Fig.1D) and increased in VF (Fig. 1B). The RA treatment 
decreased the RA catabolic enzyme CYP26A1 transcripts levels in VF (Fig.1B) and the 
CYP26B1 levels in SF (Fig.1A) but significantly increased CYP26A1 expression in SF, SM and 
LIV (Fig. 1A, 1C, 1D) and CYP26B1 transcripts levels in VF, SM and LIV tissues (Fig. 1B, 
1C, 1D), suggesting degradation of excess RA into polar metabolites for ultimate elimination in 
the urine (Frolik et al. 1979). The RA nuclear receptors expression level were decreased for 
RAR in SM (Fig.1C) and for RXR in SF, VF and SM (Fig.1A, 1B, and 1C), and increased for 
RAR in SF and LIV tissues (Fig. 1A, 1B and 1D). These observations suggest our RA treatment 
modulates the expression of genes involved in vitamin A metabolism in a tissue-specific manner 
(SF, VF, SM, and LIV).  
Effects of RA treatment on tissues vitamin A concentrations  
            We previously showed that RA supplementation significantly decreased serum ROL in 
obese and insulin-resistant mice (Manolescu et al. 2010) and have now demonstrated that it 
influences expression levels of genes involved in vitamin A metabolism (Fig.1). As such, it is 
highly probable that exogenous RA may affect vitamin A homeostasis in tissues. We therefore 
investigated vitamin A (ROL and RE) concentrations in subcutaneous fat, visceral fat, skeletal 
muscle and livers in ob/ob mice treated with RA (Fig.2). The RA treatment significantly 
decreased ROL levels in SF, VF and SM as well as RE levels in SM and significantly increased 
RE levels in SF, VF and LIV. Thus, total vitamin A (ROL + RE) was increased in SF, VF and 
LIV (Fig.2A, 2B, 2D) but not in SM (Fig.2C). Interestingly, RA decreased vitamin A 
concentrations to values close to the healthy lean control mice for ROL in SF, VF and SM (Fig. 
2A, 2B, 2C) but only in SM for RE (Fig.2C). On the other hand, the RE levels increased in SF, 
VF and LIV (Fig.2A, 2B, 2D) in ob/ob treated mice, reaching values in the LIV comparable to 
those of the healthy lean control mouse livers (Fig.2D). The RA treatment normalized ROL 
concentrations in SF, VF, and SM, and RE concentrations in the SM and LIV while increasing 








Effects of RA treatment on RBP4 concentrations in liver and fat tissues   
           A previous study from our laboratory showed that RA treatment lowered serum RBP4 
and ROL concentrations while improving insulin sensitivity in ob/ob mice (Manolescu et al. 
2010). Furthermore, in the present study, RA treatment significantly reduced RBP4 mRNA 
expression levels in SF (Fig.1A), suggesting that decreased RBP4 concentrations in the serum 
of RA treated ob/ob mice (Manolescu et al. 2010) could be due in part to decreased synthesis 
and secretion of RBP4 from fat tissues (Yang et al. 2005). In the present study, the RBP4 protein 
concentrations were measured in SF, VF and LIV tissues. The RA treatment significantly 
increased the RBP4 protein concentrations to values comparable to lean control mice in all tested 
tissues (Fig. 3A, 3B, 3C). Figure 3D shows several representative Western Blots for each tissue.  
Effects of RA on two key genes involved in mitochondria biogenesis and fat metabolism 
In our previous studies, we found that our RA treatment in ob/ob diabetic mice reduces 
body weight and visceral adipocyte size, despite similar iso-caloric food intake in RA treated 
and non-treated mice (Manolescu et al. 2014, Manolescu et al. 2010) suggesting an improved 
energy metabolism. Retinoid have been reported to influence energy homeostasis and to induce 
beige/brown fat generation (Bonet et al. 2013, Bonet et al. 2012, Brun et al. 2013, Villarroya et 
al. 2004). We therefore investigated in the SF and VF tissues the transcripts levels (mRNA) of 
two specific genes (PGC1α and UCP1) known to be involved in mitochondrial biogenesis and 
beige/brown fat metabolism. Indeed, we found the expression levels of both genes significantly 
increased in both fat tissues with RA treatment (Fig.4A;B). Interestingly, this was associated 
with smaller diameters of adipocytes (Fig.5A;B) and reduced body weights and visceral 
adipocyte sizes, despite similar food intake levels as previously reported (Manolescu et al. 2014, 
Manolescu et al. 2010).   
Effects of RA treatment on fat tissue morphology     
              We have previously demonstrated a reduction in body weight with RA treatment 
despite similar food intake levels of  treated and untreated ob/ob mice (Manolescu et al. 2010) 
along with a significant reduction in the visceral fat adipocytes size in RA treated animals 
(Manolescu et al. 2014). In the present study, RA treatment was found to be associated with 
modifications in shape and a significant reduction in size of subcutaneous and visceral 
adipocytes in ob/ob+RA mice (Fig 5 A; B and Fig.6B) and with increased polyunsaturated fatty 




and solid phases at -20ºC. Interestingly, we also observed a higher expression (mRNA) of 
PGC1α and UCP1 genes in SF and VF tissues (Fig.4A;B). This is consistent with other reports 
demonstrating that retinoid (RA, RAL) influences energy homeostasis and induces beige/brown 
fat development (Bonet et al. 2013, Bonet et al. 2012, Brun et al. 2013, Villarroya 1998). We 
only briefly noticed several limited granules suggesting autophagy-like profiles in SF and VF 
of ob/ob+RA mice, similar to observations in lean mice and different from those in non-treated 
ob/ob mice (Fig.5A;B and Fig.6B). We also noticed limited morphologic structures suggesting 
early capillary infiltration (angiogenesis) in treated ob/ob+RA fat (Fig.5A; B and Fig.6B).  
 
Discussion  
      Obesity, metabolic syndrome and type 2 diabetes are closely associated metabolic disorders 
that have reached epidemic proportions worldwide. They share several characteristic features, 
such as insulin resistance, impaired insulin secretion, dyslipidemia, and a chronic inflammatory 
response (Kahn and Flier 2000). Ob/ob leptin-deficient mice are commonly used in research 
because of their obesity, insulin resistance, hyperglycaemia and other features resembling 
human type 2 diabetes (Drel et al. 2006, Zhang Y. et al. 1994). The ob/ob mice are lethargic and 
have a low basal metabolism (Klaus et al. 1998, Landsberg et al. 2009).They are not vitamin A 
deprived, and their obesity and diabetes does not come from a vitamin A impoverished diet. In 
North America, lack of vitamin A availability in the diet is not an issue. Our laboratory has 
previously reported  that RA treatment of ob/ob diabetic mice lowered serum glucose 
concentrations, improved insulin sensitivity and significantly reduced serum ROL and RBP4 
concentrations and body weight, despite similar food intake, compared to non-treated animals 
(Manolescu et al. 2010). Furthermore, RA treatment reduced visceral fat in ob/ob mice 
(Manolescu et al. 2014). These observations, along with findings from other labs, suggests that 
RA may also regulate vitamin A homeostasis and lipid metabolism (Brun et al. 2013). Higher 
energy metabolism and beige/brown fat development under retinoid influence has also been 
reported in parallel and after our RA treatments (Bonet et al. 2013, Bonet et al. 2012, Brun et 
al. 2013, Villarroya et al. 2004). In the present study, we found that a low doses RA treatment 
in ob/ob mice modulated the expression levels of genes involved in vitamin A metabolism in a 
tissue-specific manner (SF, OF, SM, LIV), normalizing vitamin A concentrations in SF (ROL), 




and LIV tissues close to those of control lean mice. In both SF and VF, we found increased 
mRNA expression levels of PGC1α and UCP1, two genes involved in mitochondrial biogenesis 
(Austin and St-Pierre 2012) and in beige/brown fat metabolism (Chen H. Y. et al. 2013). We 
also found decreased adipocyte sizes (Fig.5 A;B and Fig.6B) consistent with our previous 
observations (Manolescu et al. 2014). 
RA regulates genes involved in vitamin A metabolism and homeostasis  
Many studies have shown increased pro-inflammatory cytokines associated with obesity 
and insulin resistance (Bastard et al. 2000a, Bastard et al. 2000b). They have also shown that 
macrophage accumulation in adipose tissues of obese individuals results in further increases in 
inflammatory cytokines, altering mRNA expression profiles and/or the protein concentrations 
and bioactivity of enzymes involved in many signalling pathways (Weisberg et al. 2003), 
including for retinoid and retinoid receptors (Frey and Vogel 2011, Villarroya et al. 1999, 
Villarroya et al. 2004). Many of these pathways were reported to be sensitive to RA (Berry and 
Noy 2009, Bonet et al. 2012, Brun et al. 2013), including vitamin A metabolism genes (Berry 
et al. 2012b, Frey and Vogel 2011, Villarroya et al. 2004). This is consistent with our results 
showing that RA modulates the expression of vitamin A metabolism genes for ROL uptake 
(STRA6), transport (RBP4, CRBP, and CRABP), storage (LRAT), oxidation (RDH, RALDH), 
catabolism (CYP26A1 and CYP26B1) and receptors (RAR, RXR) in the SF, VF, SM, and LIV 
(Fig.1A, 1B, 1C and 1D) in a tissue specific manner.   
STRA6. The cell surface receptor STRA6 facilitates the uptake of retinol from 
circulating ROL-RBP4 into the cytoplasm (Blaner WS 2007, Kawaguchi et al. 2007) but can 
also function as a bidirectional transporter, releasing ROL out of cells into the circulation (Berry 
et al. 2012c, Isken et al. 2008). The STRA6 protein concentrations have been reported to 
increase from pre-adipocyte to adult adipocyte stages and are also subject to posttranslational 
regulatory mechanisms (Muenzner et al. 2013, Wu J. et al. 2014, Zemany et al. 2014). In the 
present study, STRA6 gene expression was undetectable in LIV and had low expression in SM, 
consistent with previous findings (Bouillet et al. 1997, Muenzner et al. 2013, Pasutto et al. 2007, 
Szeto W. et al. 2001). Since the liver takes up ROL from circulating chylomicrons, the absence 
or low expression of STRA6 in the LIV would be expected to prevent the liver from re-absorbing 
its own secreted ROL-RBP4 (Kawaguchi et al. 2007). In contrast, STRA6 expression levels 




Noy 2012, Muenzner et al. 2013). The RA treatment we tested in the present study normalized 
the STRA6 expression (mRNA) levels in VF and further increased its expression in SF tissues. 
This may, at least in part, contribute to the normalization of ROL concentrations in fat tissues 
(Fig.2A and 2B), improving cellular vitamin A homeostasis. This is consistent with reports of 
STRA6 signalling in fat tissues (in relation to ROL, RBP4, LRAT and RAR) influencing lipid 
metabolism and insulin responses and controlling adipogenesis by regulating cellular retinoid 
homeostasis (Berry et al. 2011, Isken et al. 2008, Zemany L et al 2014).   
RBP4. In the present study, we found increased expression (mRNA) levels of retinol 
transporter RBP4 in SF, VF and LIV tissues in untreated ob/ob mice. The oral RA treatment 
reduced the RBP4 transcripts in the SF and VF (significantly in the SF) of  treated ob/ob mice 
(Fig.1A), suggesting that the lower RBP4 protein concentration in the circulation of treated 
animals (Manolescu et al. 2010) could be due, in part, to decreased  synthesis and secretion of 
RBP4 from fat tissues (Yang et al. 2005). This is consistent with experiments showing decreased 
RBP4 synthesis (mRNA) in adipose tissue of different mice, subcutaneously treated with RA 
for 4 days (Mercader et al. 2008). The majority of circulating RBP4 comes from the liver, and 
this organ most likely also contributes to the serum RBP4 elevation found in obese and insulin 
resistant mice (Berry and Noy 2012, Yang et al. 2005) and in obese diabetic humans (Christou 
et al. 2012, Graham TE et al. 2006b, Kelly et al. 2010, Samaras et al. 2010).    
CRBP1.Treatment with RA also increased cellular retinoid transporter CRBP1 
expression in all investigated tissues (Fig.1A, 1B, 1C, and 1D). CRBP1 binds ROL, facilitating 
ROL esterification to RE, under the catalytic regulation of LRAT and/or ARAT enzymes  
(D'Ambrosio et al. 2011). CRBP1 can also bind RAL  for specific oxidation to RA (Noy 2000). 
CRBP1 protects ROL from oxidative degradation or isomerisation (Ross AC 1993a, b), 
enhancing the efficiency of enzymatic transformation (Napoli JL 2000) to RE or to RAL and 
subsequently to RA (Blomhoff and Blomhoff 2006). In vitro silencing of CRBP1 was associated 
with increased cell differentiation in 3T3-L1 pre-adipocyte and mouse embryonic fibroblasts. It 
appears that CRBP1 can inhibit pre-adipocyte differentiation  (Frey and Vogel 2011), and 
decreasing or inhibiting CRBP1 expression leads to increased adipogenesis (Zizola et al. 2010). 
Furthermore, CRBP1/KO mice show higher metabolizing rates of vitamin A in liver, resulting 
in a 50% reduction in vitamin A hepatic stores as RE (Matt et al. 2005). Therefore, higher levels 




are associated with superior insulin sensitivity and glucose tolerance in obese diabetic mammals 
(Frey and Vogel 2011) and higher RE hepatic stores (Matt et al. 2005). Consistent with these 
observations, our RA treatment in ob/ob mice normalized hepatic RE concentrations (Fig.2D), 
reduced  adipocyte sizes (Fig.5)  (Manolescu et al. 2014)  and improved insulin sensitivity and 
glucose homeostasis (Manolescu et al. 2010).  
      LRAT. The lecithin: retinol acyltransferase, is the principal ROL esterification enzyme (Li 
Y. et al. 2014). LRAT is also involved in cell signaling with RBP4 and STRA6 (Marwarha et 
al. 2014). Complementary to the hepatic principal reserve of  RE, adipose tissue (SF, VF) can 
also store vitamin A as RE up to 20% of the total body retinoid (Tsutsumi et al. 1992). Indeed, 
we found that LRAT was highly expressed (mRNA) in LIV and fat tissues (higher in SF), but 
lower in SM of ob/ob mice, compared with lean mice. RA improved slightly the LRAT 
expression in SM and in LIV compared to the lean controls while it induced a major increase in 
the enzyme expression in VF (Fig.1). This is compatible with the accumulation of RE that we 
observed in both type of adipose tissues of ob/ob mice (Fig.2A and 2B). Fat deposits of RE can 
be used as a reserve for body vitamin A homeostasis, if the liver RE stores are reduced (O'Byrne 
SM et al. 2005). In the present study, we found that the liver RE stores were depleted in ob/ob 
mice (Fig.2D). Some direct uptake of circulating RE by peripheral tissues (Fig.6A), other 
esterification enzymes (ARAT) and vitamin A delivery from the liver to the circulation also 
influence the turnover and the amount of RE stores in tissues (Orland et al. 2005).   
        RDH10. The cytosolic pool of ROL in adipocytes is supplied by the circulating ROL-
RBP4 complex and by enzymatic hydrolysis of local RE stores. RA treatment normalized the 
RDH10 expression in SF and LIV and increased its expression in VF tissues (Fig.1). This oxide-
reducing enzyme from the RDH/SDR family is critical given that it is 98.6% conserved at the 
amino-acid level between mice and humans (Wu B. X. et al. 2002). Like other RDHs, RDH10 
oxidizes (NAD+ to NADH) ROL to retinaldehyde (RAL) or reduces (NADPH to NADP+) RAL 
to ROL (Parés et al. 2008). In addition to vision and embryogenesis, RDH10 is important in 
energy metabolism, as it is associated with mitochondrial membranes and/or lipid droplets 
(Jiang and Napoli 2013). The RDH10 is specific for at-ROL (Parés et al. 2008). RDH10 should 
therefore influence, at least in part, the fat tissue at-ROL pool; in the present study, RA treatment 
normalized the ROL pool in SF and VF tissues compared to that of lean control mice (Fig.2A 




        RALDHs. These enzymes catalyse the production of endogenous RA in target tissues, 
including fat (Reichert et al. 2011). In figure 1, both RALDH1 and RALDH2 enzymes 
expressions (mRNA) are increased in VF and LIV compared to lean controls. On the other hand, 
both enzymes expression are decreased in SM and finally RALDH1 expression is increased and 
RALDH2 is decreased in SF compared to lean controls. RA treatment normalized RALDH2 in 
VF only. It further increased both enzymes in LIV and RALDH1 in VF. RA treatment improved 
but did not normalized RALDH1 in SF and SM and RALDH2 in SF but had no effect on 
RALDH2 in SM (Fig.1). Other groups have also reported specific differences in the RALDH 
transcripts levels, with higher expression (mRNA) of RALDH1 in VF pre-adipocytes than in 
SF pre-adipocytes of C57BL/6 mice (Gesta et al. 2006); however this has not been confirmed 
at the protein level (Peinado et al. 2010). Furthermore, in mature murin adipose tissue, it appears 
that there is a higher level of RALDH1 at the protein level in SF than in VF of C57BL/6 mice 
(Sima et al. 2011). In humans, other groups have observed an up-regulation of RALDH2 levels 
in the stromal-vascular fraction (SVF) of VF at both the mRNA and protein levels (Peinado et 
al. 2010). Thus, it is possible that in certain circumstances, VF pre-adipocytes may produce 
higher levels of endogenous RA than SF pre-adipocytes (Peinado et al. 2010) that differentially  
interact with RA treatment than for adipogenesis (Bonet et al. 2003). Inverse correlations 
between transcripts and protein levels suggest additional posttranslational regulation of the 
protein, as is the case for STRA6 (Muenzner et al. 2013). Interestingly, in lean C57/BL6 mice 
(routine background strain to create transgenic ob/ob mice) treated with RA, higher expressions 
of RALDH2 were found to be associated with normal liver regeneration (Liu et al. 2014). 
Moreover, it was found that a different RA treatment reduced RALDH1 transcripts levels and 
resulted in a lack of adipocyte formation and lower fat accumulation in C57BL/6 mice (Reichert 
et al. 2011, Ziouzenkova O et al. 2007a). In our study a similar phenomenon may contribute, at 
least in part, to the decreased adipocyte sizes found in the SF of RA treated ob/ob mice (Fig.5).  
        CRABPs. In the present study, RA treatment improved the abnormal gene expressions 
(mRNA) of the cellular retinoic acid binding protein 1 (CRABP1) transporter in all tissues (SF, 
VF, SM and LIV) of ob/ob mice compared to lean controls. RA treatment normalized the mRNA 
expression of CRABP2 in liver only, had no effect in SF and SM, but further increased the 
expression in VF (Fig. 1). Under RA stimulation, CRABP2 is known to decrease obesity by 




2010). This is consistent with the reduced size of adipocytes observed in the VF of RA treated 
ob/ob mice (Manolescu et al. 2014). The main role of the CRABP1 and the CRABP2 is to 
translocate the RA into the nucleus, where it activates the RA nuclear receptors (RARs) and 
retinoid X receptors (RXRs) (Chambon P 2005). The fine tuning of the RA concentrations 
entering the nucleus by CRABP1 and CRABP2 prevents teratogenic effects of excessive RA 
(Maden M. et al. 1988). The CRABP1 and CRABP2 also guide RA for catabolism (Boylan J. 
F. and Gudas 1992b, Stachurska et al. 2011) in the cytochromes CYP26A1 and B1 (Giguère 
1994, Napoli JL et al. 1991) and secondary in  mitochondria (Ruff and Ong 2000).   
       CYP26s. The RA treatment significantly increased the expression of catabolic enzymes 
CYP26A1 in SF, SM and LIV and the CYP26B1 in VF, SM and LIV (Fig.1) suggesting 
oxidation of excess RA into polar metabolites for elimination in the urine (Frolik et al. 1979). 
        RARs; RXRs. The RA treatment in ob/ob mice increased the RAR receptor expression in 
SF while it decreased that of the RXR receptor in both SF and VF (Fig.1). These high-RAR and 
low-RXR expression profiles have been reported to inhibit adipogenesis and pre-adipocyte 
differentiation and to reduce adult adipocyte differentiation, contributing to decreased fat 
deposits (Berry et al.2012b, Berry and Noy 2009, Berry et al. 2010, Ziouzenkova O. et al. 
2007b). This is consistent with our present observations showing that RA treatment resulted in 
a significant reduction in the adipocyte sizes in SF and VF tissues (Fig.5). 
 RA normalizes vitamin A concentrations in tissues, improving its homeostasis  
       In the ob/ob mice, vitamin A reserves (RE) were found to be reduced in liver (Fig.2D) while 
both ROL and RE forms were found to be increased in SF, VF and SM tissues compared to lean 
control mice (Fig.2A, 2B, 2C). These higher concentrations of vitamin A in SF, VF and SM 
tissues of ob/ob mice compared to lean mice, suggest an increased uptake of circulating vitamin 
A and/or a lower intra-tissue metabolism (Fig.6A). We observed lower concentrations of RE in 
the LIVs of ob/ob mice compared to lean mice, which suggests enhanced hydrolysis is required 
to supply increased ROL-RBP4 output from the liver for ROL transport. This would be 
consistent with the increased serum RBP4 and ROL concentrations observed in obesity and 
insulin resistance conditions (Manolescu et al. 2010, Yang et al. 2005). Several studies in 
rodents and humans have reported lower vitamin A metabolism in diabetic conditions (Rhee 
and Plutzky 2012). In diabetic rats, the metabolic availability of vitamin A is also reduced 




there is an increased requirement for vitamin A by the peripheral tissues, resulting in the 
depletion of the vitamin A reserves (RE) in the liver.  In one human study, circulating levels of 
RE were also shown to be elevated in diabetic patients compared to normal subjects (Wako et 
al. 1986). It is therefore possible that the depleted vitamin A (RE) stores observed in the LIVs 
of ob/ob mice could also arise from increased direct secretion of RE in addition to increased 
ROL-RBP4 output for transportation to peripheral tissues. It has been shown that dietary RA 
reduces circulating ROL concentrations and spares endogenous liver vitamin A (Bhat and 
Lacroix 1986), inducing a re-accumulation of RE in the liver (Bhat and Lacroix 1986). In the 
present study, the lack of vitamin A (RE) stores in the livers of ob/ob mice was normalized by 
the RA treatment. This is likely due to the lower peripheral requirements for vitamin A (being 
directly provided by the RA treatment), which triggers a decrease in the hepatic output of 
vitamin A and its RBP transporter into the circulation. This is consistent with the lower serum 
ROL and RBP4 concentrations we found in the blood of our RA treated ob/ob mice (Manolescu 
et al. 2010). In the present study, the RA treatment improved vitamin A homeostasis, 
normalizing ROL levels in SF, VF and SM and retinyl-esters (RE) in SM and LIV tissues while 
increasing RE in SF and VF. 
 RA treatment normalizes RBP4 protein concentrations in fat tissues and in the liver  
        The RBP4 protein concentrations in SF, VF and LIV tissues of ob/ob mice were found to 
be decreased compared to healthy lean mice (Fig.3). As suggested above, this could be due to 
increased ROL-RBP4 output from the liver for ROL transport in the blood, but could also be 
due to increased release of the RBP4 adipokine from the SF and VF in ob/ob mice; all of these 
sources contribute to the elevated serum RBP4 concentrations found in obesity and diabetic 
conditions (Manolescu et al. 2010, Yang et al. 2005). RA treatment increased RBP4 protein to 
near normal concentrations in SF, VF and LIV tissues (Fig.3A, 3B and 3C). This could be due 
to decreased ROL-RBP4 output from the liver for ROL transport in the blood, but could also be 
due to a decreased release of the RBP4 adipokine from the SF and VF in ob/ob mice treated 
with RA. This is consistent with previous findings from our laboratory, where RA treatment in 
ob/ob mice diminished circulating ROL and RBP4 levels and improved insulin sensitivity 
(Manolescu et al. 2010). Furthermore, RA treatment lowered RBP4 (mRNA) expression in fat 




blood, in response to RA treatment, could be partially due to decreased synthesis and secretion 
of the adipokine RBP4 from fat tissues (Manolescu et al. 2010, Yang et al. 2005). 
 RA reduces adipocyte hypertrophy in the context of body weight reduction 
         Previous studies from our laboratory in ob/ob mice have shown that RA treatment was 
associated with a reduction in body weight (Manolescu et al. 2010) involving a reduction in 
visceral fat adipocyte diameter (Manolescu et al. 2014). In the present study, RA treatment was 
also associated with a significant reduction in the SF and VF adipocyte sizes (Fig.5A;B), 
contributing, at least in part, to the previously noted body weight loss (Manolescu et al. 2010). 
Decreased adipocyte size likely contributes to improve peripheral insulin sensitivity as well 
(Lundgren et al. 2007). It has been reported  that the weight loss associated with RA treatment 
in obese rodents results from RA-specific effects in depleting lipid stores (e.g., low 
adipogenesis, high-lipolysis, increased metabolism) and not from loss of appetite or through 
toxic effects (Bonet et al. 2012). This is consistent with our results of several expression profiles 
(mRNA) that we found in SF and VF tissues (Fig. 1 A and B) for a number of genes involved 
in vitamin A metabolism (e.g., CRBP, RALDH, CRABP, RAR, RXR) which were also reported 
to inhibit adipogenesis, adipocyte differentiation and fat accumulation (Frey and Vogel 2011). 
The anti-obesity effect of RA is mediated by specific nuclear receptors (RAR, RXR) and 
heterodimers (RAR-RXR, RXR-PPAR, RXR-TR, HNF4a), with other molecules participating 
in energy metabolism (Berry and Noy 2009, Frey and Vogel 2011). Several authors have 
reported that RA has the capacity to increase energy expenditure (Bonet et al. 2013, Bonet et al. 
2012, Mercader et al. 2006). In our study, animals remained lethargic and had similar locomotor 
reflex activity between RA treated and non-treated groups. On the other hand, the reduction in 
body weight, fat and in adipocyte size that we observed, despite a similar food intake (measured 
daily) in RA treated and untreated animals (Manolescu et al. 2010), suggests an improvement 
in the energy metabolism of RA treated animals, consistent with parallel findings but with 
different animals, higher RA doses and different treatment methods ( Bonet et al. 2013, Bonet 
et al. 2012, Mercader et al. 2006). Our goal here was not to precisely quantify daily energy 
expenditures from kinetic or basal metabolism in these proven lethargic mice, but to assess 
specific metabolic phenotypes and anatomic outcomes, like the reductions in IR, body weight 




locomotor reflex, while using a small oral dose of RA for a short period of time (Manolescu et 
al. 2014, Manolescu et al. 2010).  
 
  RA influences two key genes for mitochondrial biogenesis and the beige/brown fat   
Given that RA is known to directly modulate uncoupling  protein 1 (UCP1) expression      
via the RA responsive element (RARE) found on the promoter of the UCP1 gene (Alvarez et al. 
1995, Brun et al. 2013, Larose et al. 1996, Mercader et al. 2010), we investigated the expressions 
of UCP1 and the peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1- alpha (PGC-
1α), which is a known transcriptional co-activator and a central inducer of mitochondrial 
biogenesis (Austin and St-Pierre 2012). We found that both PGC-1α and UCP1 expression 
levels (mRNA) were significantly increased with RA treatment (Fig.4A; B). This is consistent 
with parallel reports where RA was shown to stimulate the expression of these two genes in 
rodent white fat (Bonet et al. 2012, Mercader et al. 2006). PGC-1α and UCP1 are two proteins 
known to be involved in mitochondrial biogenesis, fatty acid oxidation, thermogenesis and 
energy expenditure in beige/brown fat tissues (Chen H. Y. et al. 2013). The RA activation of 
RAR and RXR has been reported to influence PGC1α and UCP1 gene expression (Brun et al. 
2013, Villarroya et al. 2004). In the present study, RA lowered RALDH1 expression in the SF 
(Fig.1). Interestingly, lowered RALDH1 levels have been shown to be associated with the 
induction of beige/brown fat islets in white adipose tissue (Frey and Vogel 2011, Kiefer et al. 
2012). Indeed, lowering RALDH1 increases cellular retinal (RAL), which has been reported to 
induce the expression of UCP1 mRNA in white adipose tissue through the activation of 
RAR (Frey and Vogel 2011, Kiefer et al. 2012). RA modulates adipocyte maturation, and the 
expression of the RA cellular transporter CRABP2 was found to be repressed during adipocyte 
differentiation (Berry et al. 2010). The ability of RA to reduce or delay mouse pre-adipocyte 
differentiation  has also been shown (Dimaculangan et al. 1994), but only in early stages and 
under high RAR expression conditions (Xue et al. 1996). The UCP1 expression is recognized 
to be a specific molecular signature for brown adipose tissue (BAT) (Chen H. Y. et al. 2013). 
The beige fat tissue (sometimes called «brite») present in mice and in humans, can also express 
PGC1α and UCP1 under various conditions, including RA treatment (Bonet et al. 2013, Bonet 





RA modulates adipose tissue morphology, suggesting beige/brown fat characteristics 
Our histological investigation found, in both SF and VF tissues (Fig.5A;B and Fig. 6B) of RA 
treated animals, an increased number of small and rather polygonal adipocytes, with variable 
morphology, which are reported histological features for brown fat (Bachman et al. 2002, 
Mercader et al. 2006, van Marken Lichtenbelt et al. 2009, Wijers et al. 2009). We have also 
noticed increased PUFAs presence in the adipose tissue of RA-treated mice, suggesting that RA 
may stimulate BAT genesis due to typical dominance of PUFAs in beige/brown fat. Needing 
more oxygen, the brown fat tissue is also more vascularised (with blood and lymphatic vessels) 
than the white fat (Kuroshima 1993). Our histology slides, also revealed several incipient light 
signs suggesting vascular angiogenesis in SF and VF tissues (Fig.5 A;B and Fig.6 B) of RA 
treated animals. Perhaps a longer period and/or higher dose of RA would have strengthened this 
vascular phenotype and immuno-fluorescence could be performed to confirm it. We also 
analysed our histology slides in inverted light, for higher contrast purposes. Our observations of 
adipocyte morphology and histology- under haematoxylin-eosin staining- are in line with 
studies that have specifically demonstrated the capacity of  RA to promote  « beige fat » (Bonet 
et al. 2012) or the remodelling of white fat with the acquisition of brown adipose-like properties 
and morphology (Bonet et al. 2013, Mercader et al. 2006). Low doses of all-trans RA are 
positive effectors of pre-adipocytes differentiation in mice (Safonova et al. 1994a, Safonova et 
al. 1994b). Other molecules (e.g., PPAR ligands, lipolysis derived fatty-acids, BNP) were also 
reported to promote brown-beige fat acquisition in white adipose tissue, but most of these 
molecules depend on dimers of their specific nuclear receptors with RXR, therefore needing RA 
to activate the RXR component of the dimers (Brun et al. 2013, Villarroya et al. 1999, Villarroya 
et al. 2004). ANP and BNP have been described as cardiac hormones inducing brown fat 
(Bordicchia et al. 2012, Whittle and Vidal-Puig 2012). In our experiments, the RA treatment in 
ob/ob mice increased the mRNA expression levels of both ANP and BNP in cardiomyocytes 
(Manolescu et al. 2014). Furthermore, mice over-expressing BNP have been shown to have 
lower body fat and increased lipolysis (Miyashita et al. 2009). Cold exposure induces 
sympathetic stimulation of brown and white fat via norepinephrine binding to beta-adrenergic 
receptors and promotion of  hydrolysis of triglycerides to free fatty acids and glycerol 
(Kuroshima 1993). In brown adipocytes, the fatty acids are quickly oxidized under the influence 




of a process called non-shivering thermo-genesis (Kuroshima 1993). Beta-adrenergic signalling 
is also active in diet-induced thermo-genesis (Bachman et al. 2002). Arctic mammals have 
higher brown fat mass and thermogenesis as adaptations to cold environments. Interestingly, 
they seasonnally modulate their appetite through leptin levels variations, they get fat with no 
diabetes in the fall and slim with no motor activity in winter, and are the animals that accumulate 
the most vitamin A in their livers (Senoo et al. 2012). These are highly intriguing syllogisms, 
pointing to a potential vitamin A contribution in hibernating mammals energy homeostasis. The 
vitamin A derivative RA is recognized for its  involvement in cell maturation and differentiation 
and  may guide pre-adipocytes to become brown/beige instead of white (Mercader et al. 2006). 
When activated (e.g., cold exposure), brown/beige fat contribute to overall metabolism (Bonet 
et al. 2013, Mercader et al. 2006). In this first study performed with very low oral doses of RA, 
we did not exposed our ob/ob mice to cold to maximally stimulate the brown fat, but physiologic 
alimentary thermogenesis probably contributed. However, in other rodents, it has been 
demonstrated that higher doses of RA can induce BAT and increase oxidative metabolism in 
mature adipocytes, even at room temperature (Bonet et al. 2012, Mercader et al. 2007, Mercader 
et al. 2006).  
RA treatment may influence autophagy activity in fat tissues  
        In the present study, we found a lower presence of several histologic structures recalling 
autophagy granules in fat tissues, suggesting reduced autophagy in hypertrophic adipocytes 
from SF and VF tissues of ob/ob mice, compared to healthy lean mice (Fig.6B). The RA 
treatment increased these autophagy-like granule agglomerations in SF and VF tissues of 
ob/ob+RA mice (Fig.6B) while reducing adipocyte hypertrophy (Fig.5A;B), body weight and 
insulin resistance (Manolescu et al. 2014, Manolescu et al. 2010). Thus, RA treatment may also 
have a beneficial influence in improving autophagy activity compared to the lean animal profile, 
in ob/ob mice fat tissues. Autophagy is an intracellular lysosomal catabolic process, 
evolutionarily preserved for recycling damaged organelles (constitutive) or to mobilize 
intracellular nutrients for energy needs (adaptive) in cases of low food availability  (Kim K. H. 
and Lee 2014). Autophagy is also involved in cellular and body energy homeostasis. In fat 
tissues, triglycerides from lipid droplets can be disrupted by cytosolic lipases hydrolysis or by 
lysosomal lipases through an autophagy process called «lipophagy» (Singh et al. 2009, Skop et 




autophagy and chaperone-mediated autophagy, which are considered to complement one-
another (Kim K. H. and Lee 2014). RA can promote auto-phagosome maturation and influence 
macro-autophagy by mechanisms independent of RA nuclear receptors (Rajawat et al. 2010). 
RA can also stimulate chaperone-mediated autophagy (CMA) by activating the RAR nuclear 
receptors (Anguiano et al. 2013). Increased obesity is reported to induce various autophagy 
deregulations associated with inflammatory conditions and metabolic disorders, such as insulin 
resistance and diabetes (Kim K. H. and Lee 2014, Koga et al. 2010, Stienstra et al. 2014). The 
underlying mechanisms are not fully understood. In humans, obesity and diabetes were mostly 
found to be associated with enhanced autophagy (Jansen et al. 2012, Kovsan et al. 2011). 
However, in rodent fat, autophagy has been found to be reduced both in obese and IR rodents 
fed with a high-fat diet (HFD) and to be associated with inflammation and hypertrophic 
adipocytes (Yoshizaki et al. 2012). In the context of increasing evidence from the literature, our 
present observations support a potential role for retinoids in obesity and diabetes management, 
given their impact on adipogenesis, lipolysis, fat remodelling and energy metabolism (Bonet et 
al. 2013, Bonet et al. 2012, Mercader et al. 2006). In Fig.6 we provide an overall scheme of 
retinoid metabolism (A) and suggest several of the potential RA-mediated effects on adipocyte 
remodelling (B), based on our work and the current literature.  
Limitations 
         Our laboratory has demonstrated that RA treatment in obese and insulin-resistant ob/ob 
mice decreases visceral adipocyte size (Manolescu et al. 2014), serum ROL and RBP4 levels, 
fasting blood glucose concentrations, insulin resistance and body weight, despite similar iso-
caloric food intake in treated and non-treated animals (Manolescu et al. 2010), suggesting 
overall improvement in energy metabolism. In the present study decreased subcutaneous and 
visceral adipocyte diameters were consistent with our previous findings. However, we have not 
measured the exact energy expenditure (e.g., basal metabolism, thermogenesis, pilomotor, 
autophagy or total kinetic activity) to assess the origins and precise daily contributions to body 
weight loss and adipocyte reduction. Nevertheless, our study presents valid anatomic- metabolic 
data and are supported by parallel reports (Berry and Noy 2009, Mercader et al. 2008, Mercader 
et al. 2006, Ribot et al. 2001) that retinoid (in form of higher RA doses) reduces body fat and 
insulin resistance in other models of obese rodents, stimulates mitochondrial activity, 




2013, Bonet et al. 2012, Mercader et al. 2006). In the present study, we found that a low dose 
of RA increased  the expression (mRNA) of 2 key genes (PGC1α and UCP1) already known to 
participate in mitochondrial biogenesis (Austin and St-Pierre 2012) and energy metabolism 
(Chen H. Y. et al. 2013) in beige/brown fat. We also discussed several other genes (mRNA) 
reported to be potentially involved in the conversion of white to brown fat such as: natriuretic 
peptides  (Bordicchia et al. 2012, Whittle and Vidal-Puig 2012),  BNP (Manolescu et al. 2014) 
and several genes involved in retinoid metabolism (e.g., CRBP, RALDH, CRABP, RAR, and 
RXR) reported to be favourable to PGC1α and UCP1 expression in beige/brown fat tissue (Frey 
and Vogel 2011, Kiefer et al. 2012). However, in order to fully characterize the intensity and 
functionality of beige/brown tissue induced by RA, UCPs and additional mitochondrial proteins 
should be investigated (qRT-PCR, WB) as well as other markers of « beiging » fat (e.g., FGF21, 
CIDEA and PRDM16). In parallel with our experiments and other animal models, there is 
increasing evidence that higher doses of RA trigger an up-regulation (mRNA) of PGC1α, UCP1 
and other genes expression (e.g., PPARγ, COX-II, CPT1) involved in beige/brown fat induction 
(Bonet et al. 2013, Bonet et al. 2012, Brun et al. 2013, Mercader et al. 2006). In our histology 
slides, we also identified several incipient light signs recalling vascular angiogenesis in SF and 
VF tissues (Fig.5 A;B and Fig.6 B) of RA treated animals, and many little and polygonal shaped 
adipocytes morphology, reported as histological features for brown fat (Bachman et al. 2002, 
Mercader et al. 2006, van Marken Lichtenbelt et al. 2009). We have imaged our histology slides 
in inverted light for higher contrast and better visualization. Immune-fluorescence analysis of 
tissue sections would help to draw more definite conclusions. The literature shows 
haematoxylin-eosin morphologic staining patterns between WAT and BAT similar with ours, 
for discrimination between WAT and BAT (Bachman et al. 2002, Mercader et al. 2006). 
Remodelling is still under investigation in white and brown adipocytes (Lee and Cowan 2014) 
regarding whether beige/brown adipocytes may differentiate only from specific brown pre-
adipocyte adipoblasts, from myoblasts (Saely et al. 2012) or can also trans-differentiate from 
mature white adipocytes (Rosen and MacDougald 2006). As such, our study does not provide 
exhaustive answers. Beyond our present study goals, we only noticed several possible 
autophagy-appearing granule agglomeration variations in lean, ob/ob and ob/ob+RA mouse fat. 
Further investigation of mammalian autophagy rates in BAT versus WAT, using 




(critical macro-autophagy gene autophagy-related 7) expression analysis (Yoshizaki et al. 2012) 
and more chaperone-modulated autophagy (CMA) studies (Anguiano et al. 2013) with retinoid 
(Rajawat et al. 2010) or cold (Martinez-Lopez et al. 2016) exposures, would be highly 
warranted.  
Conclusions  
We have previously shown the ob/ob mouse, a leptin deficient model characterized by 
severe obesity with adipocyte hypertrophy, insulin resistance and dysglycaemia, which are 
features comparable to that of human type 2 diabetes (Mazumder et al. 2004), also has impaired 
vitamin A metabolism characterized by increased vitamin A and RBP4 concentrations in the 
circulation (Manolescu et al.2010). Our study shows for the first time, to our knowledge, that 
ob/ob mice with impaired vitamin A metabolism, are further characterized by decreased vitamin 
A stores in the liver, increased vitamin A concentrations in adipocytes (SF and VF), and 
decreased RBP4 protein concentrations  in the liver and the adipocytes. We also show for the 
first time that a low dose of RA (2μg/gbw/day), delivered orally for a short period of time (16 
days) in ob/ob mice, modulates in a tissue specific manner the expression of retinoid 
metabolism-related genes and normalizes vitamin A concentrations in adipose tissues, skeletal 
muscle and liver, leading to an improved vitamin A homeostasis. Our RA treatment also 
normalized the RBP4 protein concentrations in adipose tissues and liver, decreased adipocyte 
hypertrophy in SF and VF tissues and increased several histologic structures suggestive of 
angiogenesis and autophagy granule agglomerations. The reduced adipocyte sizes and body 
weight fat, despite similar food intake and locomotor reflexes in RA treated and untreated mice, 
suggest an improvement in energy metabolism. Increased PGC1α and UCP1 expression 
(mRNA) and specific morphological changes in fat tissues suggest the presence of beige/brown 
fat. The histological morphologic structures recalling angiogenesis and autophagy granules in 
fat tissues are physiologic obsevations suggesting improved metabolic activity in these tissues. 
We demonstrate that metabolic improvements are possible out of pathways strictly controlled 
by leptin and sexual hormones, which are dysfunctional in obese-diabetic patients and 
respectively decreased in elderly individuals (e.g.menopause). This is highly appealing for 
beneficial effects, in conjunctions with a RA treatment, when these hormones are partially 
functional in affected patients. These findings may serve in future human studies aiming for 
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Vitamin A metabolism gene expression in SF-subcutaneous fat (A), VF-visceral fat (B), SM-
skeletal muscle (C) and LIV-liver (D) of lean (□), ob/ob (■) and ob/ob+RA mice treated with 
RA (■). Values are mean ± SEM; n = 5-8 for each group. *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001, ob/ob 
compared with lean mice;   †p<0.05 ††p<0.01 †††p<0.001, ob/ob+RA vs ob/ob mice.  
 
Figure 2 
Total vitamin A (ROL; RE) in SF-subcutaneous fat (A), VF-visceral fat (B), SM-skeletal muscle 
(C) and LIV-liver (D) of lean (□), ob/ob (■) and ob/ob+RA mice treated with RA (■). Values 
are mean ± SEM; n = 5-8 for each group. *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001, ob/ob compared with 
lean mice;   †p<0.05 ††p<0.01 †††p<0.001, ob/ob+RA versus ob/ob mice. 
 
Figure 3 
Values of RBP4 protein (WB) in SF-subcutaneous fat (A), VF-visceral fat (B), LIV-liver (C) 
and respectively (SF, OF, LIV) representative Western Blot film prints (D) for lean (□), ob/ob 
(■) and ob/ob+RA mice treated with RA (■). Values are mean ± SEM; n = 4-8 for each group. 
*p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001, ob/ob compared with lean mice;   †p<0.05 ††p<0.01 †††p<0.001, 
ob/ob+RA compared with ob/ob mice.  
 
Figure 4 
Effect of RA treatment on genes involved in mitochondria-genesis and energy metabolism 
(PGC1α; UCP1) in the SF and VF of lean (□), ob/ob (■) and ob/ob+RA mice treated with RA 
(■). Values are mean ± SEM; n = 5-8 for each group. *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001, 
ob/obversus lean mice;†p<0.05 ††p<0.01 †††p<0.001, ob/ob+RA versus ob/ob mice. 
 
Figure 5     
Effect of RA treatment on SF-subcutaneous (A) and VF-visceral fat (B) adipocytes size in 
ob/ob+RA mice treated with RA (■) compared to obese ob/ob (■) and Lean (□) controls. The 
surface area of at least 1000 cells from each mouse was used to calculate average value. 
Representative pictures of adipocytes in sections isolated from subcutaneous fat (A1;A2;A3) 
and from visceral fat (B1;B2;B3) in lean mice (□), in ob/ob (■) and in ob/ob+RA (■). Scale bar 
= 100 µm. (Note: Arrows         on fat tissues slides indicates autophagic granules agglomerations. 
Arrows       indicate structures suggesting early vascular and/or lymphatic infiltrations). A 
transferred copy in inverted light was also made, for higher contrast purposes.Values are means 
± SEM; n = 4 per group;*p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001, ob/ob compared with lean mice; 







Figure 6   
 Retinoid metabolism (A) and RA impact on adipocytes remodeling (B); Fat samples from our 
work.Infographic modeling based on literature (Bonet et al. 2012; Bonet et al. 2013; Mercader et 
al.2006).Retinoic acid modulates the transcription by entering the nucleus, binding the corresponding 
receptors (RAR, RXR) and activating various dimers (e.g. RAR/RXR, PPAR/RXR) found in the 
promoters of many genes regulating the adipocyte metabolism. Among them, genes involved in 
adipogenesis, autophagy, lypolysis, fatty acids synthesis and oxidation, induction of beige/brown fat, 
energy expenditure, etc., resulting in lower adipocytes diameter, decreased obesity and a better cardio-
metabolic long term prognostic.(Note: Arrows         on fat tissues slides indicates possible autophagy 





































Table 1  




Sense primer (5’-3’) 
 




STRA6 ACT GGC TCT GCT CTA CTA TCC GCC CAA GAT AAC ACA GTA CCC A NM_001162476.1 
RBP4 ACT GGG GTG TAG CCT CCT TT GGT GTC GTA GTC CGT GTC G NM_001159487.1 
CRBP1 CTG AGC AAT GAG AAT TTC GAG GA GCG GTC GTC TAT GCC TGT C NM_010340.1 
LRAT CTA CGG AGC AGA CAT CCT AGT CAC AGT AGG CTG TAT GGA GTC A NM_023624.4 
RDH10 AGG CAT GGT TCG CCA CAT C TCT CTT CCC CAC GTC ACA AGT NM_133832.3 
RALDH1 AAG AAG GGG ACA AGG CTG AT ACT TTC CCA CCA TTG AGT GC NM_013467.3 
RALDH2 GGC CGA GGC TGA AGA GCA CC ACA CCT CCC CCT CTG CAG GC NM_009022.4 
CRABP1 GAC AGT GGA CGG ACG CAA AT TCC CGG ACA TAA ATT CTT GTG C NM_013496.3 
CRABP2 GAG ACG ACT TCC GTG CCC GC CCT GGG AGG GGC AAA TGG CG NM_007759.2 
CYP26A1 CTA GGA CTC TAC CCA CAT GTC C GTC TTC AGA GCA ACC CGA AAC C NM_007811.2 
CYP26B1 GCA AAG TGT TTG GAG CCAAGG CC GGG ATT GGC TGT GCG GTC CG NM_175475.3 
RARa AGG CCA TCA CAA CTA CCT GC GGA AAG AAG AAG GCG TAG GG NM_009024.2 
RXRa CTT TGA CAG GGT GCT AAC AGA GC ACG CTT CTA GTG ACG CAT ACA CC NM_011305.3 
PGC1a AGA CGG ATT GCC CTC ATT TGA TGT AGC TGA GCT GAG TGT TGG NM_008904.2 
UCP1 TGG GAT CAA ACC CCG CTA C ACG TCA TCT GCC AGT ATT TTG T NM_009463.3 
 
STRA6, Stimulated by retinoic acid gene 6; RBP4, Retinol-binding protein 4; CRBP1, Cellular retinol binding protein 1; LRAT, Lecithin: retinol 
acyltransferase; RDH10, Retinol dehydrogenase 10; RALDH1, Retinaldehyde dehydrogenase 1; RALDH2, Retinaldehyde dehydrogenase 2; 
CRABP1, Cellular retinoic acid binding protein1; CRABP2, Cellular retinoic acid binding protein 2; CYP26A1, Cytochrome P450, family 26, 
subfamily A, polypeptide1; CYP26B1, Cytochrome P450, family 26, subfamily B, polypeptide1; RARa, Retinoic acid receptor a; RXRa, Retinoid 
X receptor; PGC1a, Peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator; UCP1,uncoupling protein 1 
Based on literature, the 18S gene (here Ambion, lot # 080700) was used as a control and showed consistent expression among  












































































































































































































































































































































































































































































































































Standard   RBP4  lean ob     ob+RA ob   ob+RA lean
Standard   RBP4  lean ob   ob+RA ob+RA ob   lean
Standard   RBP4  lean ob+RA ob     ob ob+RA lean
a. SF RBP4 WB
b. VF RBP4 WB
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 Aim: In hypertensive rodents, retinoic acid (RA) prevents adverse cardiac remodelling and 
improves myocardial infarction outcome, but its role in obesity-related changes of cardiac tissue 
are unclear. We hypothesized that all trans RA (ATRA) treatment will improve the cardio-
protective oxytocin-natriuretic peptides (OT-NPs) system, preventing apoptosis and collagen 
accumulation in hearts of ob/ob mice, a mouse model of obesity and insulin resistance.   
Methods: Female 9-week-old B6.V-Lep/J ob/ob mice (n=16) were divided into two groups, a 
group (n=8) treated with 100 μg of ATRA dissolved in 100 μl corn oil (vehicle) delivered daily 
(~ 2μg/gbw/day) by stomach intubation for 16 days, and a group (n=8) receiving the vehicle 
alone. A group of non-obese littermate mice (n=9) served as controls.    
Results: ob/ob mice exhibited obesity, hyperglycaemia and down-regulation of cardiac OT-NPs 
system, including the mRNA for the transcription factor GATA4, OT receptor and brain NP and 
the protein expression for endothelial nitric oxide synthase. Hearts from ob/ob mice also 
demonstrated increased apoptosis and collagen accumulation. ATRA treatment induced weight 
loss and decreased adipocytes diameter in the visceral fat, thus reducing visceral obesity which 
is associated with a high risk for cardiovascular disease. RA treatment was associated with a 
reduction in hyperglycaemia and a normalization of the OT-NPs system expression in the hearts 
of ob/ob mice. Furthermore, ATRA treatment prevented apoptosis and collagen accumulation 
in hearts of ob/ob mice.  
Conclusions: The present study indicates that ATRA treatment was effective in restoring the 
cardio-protective oxytocin-natriuretic peptides system and in preventing abnormal cardiac 






Retinoic acid (RA), the bioactive metabolite of vitamin A, exerts a broad range of 
biological effects mainly by controlling various genes expression. RA acts through nuclear 
retinoid receptors (RAR and RXR), alters protein synthesis in the heart and regulates embryonic 
development, tissue homeostasis and cellular differentiation and proliferation (Pan and Baker 
2007).RA  also can participate in post-translational  modification of proteins in a process known 
as retinoylation (Myhre et al. 1996). RA is a potent inducer of the oxytocin (OT) system in 
cardiomyocytes (Gutkowska et al. 1997), a system that stimulates the synthesis of  atrial 
natriuretic peptide (ANP) and endothelial nitric oxide synthase (eNOS), all of which are 
critically involved in cardio-protection (Tamura et al. 2000); (Uruno et al. 2005).  In addition, 
several studies demonstrated beneficial effects of RA treatment in both cellular and animals 
models of cardiovascular pathologies (Choudhary et al. 2008a, Lu et al. 2003, Paiva et al. 2005, 
Uruno et al. 2005, Wang H. J. et al. 2002, Wu J. et al. 1996, Zhou et al. 1995) including an 
improvement in insulin sensitivity in the ob/ob mouse model of obesity  (Manolescu et al. 2010); 
(Bonet et al. 2012). There is a rapidly growing prevalence of obesity worldwide, often associated 
with hypertension, dyslipidemia and dysglycaemia, globally called the metabolic syndrome 
that provides a high risk for the development of type 2 diabetes mellitus and cardiovascular 
disease (CVD). The literature suggests a link between higher risk of CVD and abdominal 
visceral fat deposits (Hindle et al. 2010). 
The ob/ob mouse is characterized by extreme obesity, insulin resistance and 
hyperglycaemia and thus presents a phenotype considered to be a close counterpart to human 




this 9- to 10-wk-old ob/ob mice model and although heart hypertrophy is absent, both cardiac 
apoptosis and fibrosis develop and further progress with age (Barouch et al. 2006). 
 Recent evidence from our laboratory indicates that these disturbances in metabolism and 
alterations in cardiac structure are related to a decreased synthesis related to genes linked to the 
cardiac OT system (Jankowski et al. 2010a, Jankowski et al. 2010b).      
  The potential beneficial effects of RA in preventing the metabolic and cardiac sequelae 
in the ob/ob mouse are still unclear. Examining the effects of RA in this model of severe obesity 
warrants investigation, not only because of the well-established risk of developing 
cardiovascular disease is increased in patients with obesity, but also because RA exerts a robust 
effect on insulin sensitivity in ob/ob mice and induces the OT system in cardiac tissue. 
Therefore, in this study, we investigated the hypothesis that RA treatment of ob/ob mice 
enhances the expression of cardio-protective genes associated with cell survival and prevention 
of abnormal cardiac remodelling in a model of obesity, insulin resistance and hyperglycaemia.  
 
Materials and Methods 
 
Animals and treatment with all-trans RA (ATRA) 
All protocols were approved by the institutional Animal Care and Use Committee of the Centre 
de recherche du Centre hospitalier de l’Université de Montréal and in agreement  with the 
recommendations of The Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, National Institute 
of Health, Publ. No. 85-23, 1986.  Female 9-week-old B6.V-Lep/J ob/ob mice were obtained 
from Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine). The ob/ob mouse was selected because it 
exhibits elevated blood glucose levels and responds to RA treatment by improving insulin 




already obese and exhibit metabolic abnormalities such as insulin resistance and glucose 
intolerance that phenotypically resembles human type 2 diabetes. The mice were housed (4 per 
cage) under controlled environmentalconditions and received standard rodent pellet (Harlan 
Teklad, no. 2018, 18% protein) containing per kg: 188 g crude protein, 60 g crude oil (9.6 g 
total saturated, 12.8 g total monounsaturated and 34.1 g total polyunsaturated), 38 g crude fiber, 
500 g carbohydrates (450 g starch and 50 g sucrose), 32.05 g mineral mix, 2.9 g vitamin mix 
with a 13 kJ/g energy value. Mice were acclimatized to their new environment for1 week before 
the experiment. 16 mice were randomized to either   an obese control group (RA–; n=8) or a 
RA-supplemented group (RA+; n=8).All-trans RA (Sigma-Aldrich) was dissolved in corn oil 
(100 µg in 100 µL) and administered by stomachintubation daily (~2 μg/g of bw/day) in the 
morning for 16 days as previously described (Manolescu et al. 2010). This dose of ATRA 
significantly improves insulin sensitivity and glucose homeostasis in insulin-resistant ob/ob 
mice.  RA– mice received equal volume of corn oil vehicle. Because ATRA is a relatively 
unstable compound, the solution was prepared daily and stability was verified by HPLC as 
already described (Bhat and Lacroix 1991b)(Manolescu et al. 2010). To avoid possible RA 
breakdown from light exposure, all operations with RA were undertaken in dim light.The 
plasma glucose was measured every day during ATRA treatment of ob/ob mice. The serum 
glucose concentration decreased after one week of treatment and remained consistently low after 
2 weeks. On the basis of these results we decided to select a 16-day treatment with RA to study 
cardiac effects in ob/ob mice. The animals were sacrificed after an 8h-fast and 24h after the last 






Histology of cardiac tissue and visceral adipose tissue 
       Histology of cardiac tissue was prepared as reported previously (Gutkowska et al. 2009).  
Briefly, hearts were removed and placed in 100 ml of isopentane cooled to the temperature of 
dry ice and kept at −80°C. Hearts were fixed by perfusion in Tissuefix solution containing 
neutral buffered formaldehyde solution (Laboratory Gilles Chaput Inc., Montreal, Quebec, 
Canada), embedded in wax, and cut into 5 μm sections. The ventricles were cross-sectioned 
midway between the apex and the coronary groove. The sections were stained with 
haematoxylin–eosin and scanned, and the images of surfaces of ventricular cross-sections were 
measured using Image-J software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA; 
http://www.nih). To measure myocytes size, the surface of 50 cells was recorded manually, at 
least in seven photographs, and calculated in μm2. The red collagen deposits in the picro-sirius-
stained sections (double refraction) allowed specific separation of red collagen fluorescence on 
black background. Quantification of collagen was performed using Image-J software and 
threshold function. DNA apoptosis was investigated by DeadEnd Fluorometric TUNEL System 
(Cat. No: G3250, Promega Corporation, Madison, WI, USA). Photographs were taken with the 
inverted microscope equipped with a Q Imaging QICAMIR Fast Digital 1394 CCD camera and 
Q Capture acquisition software. Immunocytochemistry was performed according to a previously 








Measurement of adipocytes surface area 
The surface area of adipocytes was measured in visceral fat tissue after embedment in 
paraffin. Sections of 8µm were cut transversally and mounted on polylysine-treated slides (Cat. 
No. P-4981, Esco, Erie Scientific Co., Portsmouth, NH). The sections were stained with 
haematoxylin - eosin. Photographs were taken in inverted microscope Olympus MODEL IX51 
equipped with Q Imaging QICAMIR Fast Digital 1394 CCD camera and Q Capture acquisition 
software. The area of single cells was calculated from the image of their planar surface using 
Image-J software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, (http://rsbweb.nih.gov/ij/).  The 
surface of at least 1000 cells was analysed manually using Threshold, Watershed and ROY 
Manager functions and presented in μm2. 
Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 
Gene expression was measured by relative quantitative RT-PCR as recently reported 
(Gutkowska et al. 2007). The oligonucleotide primers used for real-time quantitative PCR are 
listed in Table 1. The relative expression of the RT-PCR products was determined according to 
the comparative Ct method (2-ΔΔCt ) (Gutkowska et al. 2007). Glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) was chosen for normalization because we examined the stability of 
its expression between the experimental groups in relation to the amount of total cardiac RNA 
as well as 18 S RNA (AM 1716, Ambion, Life Technologies, Burlington, ON, Canada ) and 
results indicated that GAPDH was not affected by diabetes. As a control, melting point analysis 
revealed that each of the primer pairs amplified a single predominant product, and agarose 






Western blot analysis 
Tissue samples were prepared by homogenization in modified RIPA buffer (1× PBS, 1% Igepal 
CA-630, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 10 mg mL−1 PMSF, 0,001% aprotinin, 
100 mM sodium orthovanadate and 4% protease inhibitor), and maintained in constant agitation 
for 2 h at 4 °C and then centrifuged at 10 000 g for 20 min at 4 °C. The supernatants were 
collected and the protein concentration was determined by the modified Bradford assay. Twenty 
micrograms of total protein was applied to each well of a 10% SDS polyacrylamide gel and 
electrophoresed for 2 h at 130 V along with a set of molecular weight markers (RPN800; 
Amersham Biosciences, Baie D’Urfé, QC, Canada). The resolved protein bands were then 
transferred onto PVDF membranes (Hybond-C; GE Healthcare, Piscataway, NJ) at 30 V for 2 h 
at room temperature using a transfer buffer (25 mmol L−1 Tris base, 192 mmol L−1 glycine and 
20% methanol). The transfer efficiency was verified by Ponceau S staining (MP Biomedicals, 
Solon, OH, USA). The blots were blocked for 1 h at room temperature with blocking buffer 
(10% non-fat milk in 10 mmol L−1 Tris, pH 7.5, 100 mmol L−1 NaCl, 0.1% Tween 20). The 
blocking buffer was decanted and blots were incubated overnight at 4 oC with the following 
specific first antibodies: anti-OTR ( sc-8102; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), 
anti-endothelial nitric oxide synthase (anti-eNOS, sc-654; Santa Cruz Biotechnology), anti-Bcl-
xl ( sc-7195; Santa Cruz Biotechnology), anti-Caspase 3 (sc-7148; Santa Cruz Biotechnology), 
anti-GATA4 (sc-25310; Santa Cruz Biotechnology), and anti-ALDH1A1 ( ab6192, AbCAM, 
Burlington, ON, Canada). After washing three times with TBS buffer (10 mmol L−1 Tris, pH 
7.5, 100 mmol L−1 NaCl, 0.1% Tween 20), the membranes were incubated with an appropriate 
peroxidase-conjugated secondary antibody according to the manufacturer’s protocol. As an 




St Louis, MO, USA). The blots were finally visualized using a chemiluminescence detection 
system (RPN2132, Amersham). Densitometric measurement of bands was performed by 
SCION Image software (Scion, Frederick, MD, USA). Each experiment was repeated twice in 
order to have reproducible results. The value of band intensity for the tested protein was divided 
by the corresponding value for the GAPDH band. The result for the left ventricle (LV) of the 
control group was selected arbitrarily as 1. Consequently, the values in other groups were 
presented as a magnitude of the control in arbitrary units (a.u.). 
Statistical analysis  
All data are expressed as means ± SE. Multiple comparisons were performed by one-way 
ANOVA and Neuman-Keuls exact probability test (Graph Pad, San Diego, CA). A value of P 
<0.05 was considered statistically significant. 
 
Results 
Effects of ATRA treatment on plasma glucose, obesity and visceral fat  
Daily food consumption was similar between untreated (5.4 ± 0.14g/mouse) and ATRA treated 
(5.1 ± 0.13 g/mouse) mice (Manolescu et al. 2010). Figure 1 shows the effects of ATRA 
treatment on plasma glucose and physical characteristics of the ob/ob mice. Ob/ob mice were 
hyperglycemic and ATRA treatment normalized plasma glucose (P<0.01) levels (Fig. 1A). 
Body weight was considerably higher in ob/ob mice compared to the lean control mice. 
Treatment with ATRA resulted in a significant reduction in body weight gain in the treated 
versus untreated ob/ob mice (7.4% less; P<0.05) (Fig. 1B). In contrast, heart weight (Fig. 1C) 
was not different between the 3 groups.  Because of the greater body weight in ob/ob mice, the 




(Fig. 1D). This parameter was not corrected by ATRA treatment. The reduction of body weight 
in ob/ob mice treated with  ATRA involved significant  reduction in the diameter of adipocytes 
dissected from visceral fat (Fig.2A to 2D; p<0.01). 
Effects of ATRA treatment on RA metabolism, cell structure and apoptosis in 
cardiomyocytes  
ATRA treatment resulted in a 2-fold increase in CYP26A1 mRNA, a highly specific RA 
catabolic enzyme mediating the hydroxylation of all-trans-retinoic acid in the heart (Fig. 3A). 
ATRA treatment also induced a 40% decrease in ALDH1A1 protein level, the enzyme which 
catalyzes the oxidation of retinaldehyde (RAL) to endogenous RA (Fig. 3B). The size of the 
cardiomyocytes was similar in the ob/ob mice compared to the lean controls and were not 
affected by the 16-day ATRA treatment (Fig. 4A1, 4A2 and 4A3).  Apoptosis of cells in cardiac 
sections was ~3-fold higher in the ob/ob mice compared to lean controls (Fig. 4B1 and 4B2; 
p<0.01). ATRA treatment reduced apoptosis in ob/ob mice by 58% (Fig. 4B3 and 4B4). 
Increased collagen deposits were observed in the hearts of ob/ob mice (Fig.4C2 and 4D2) 
compared to the lean controls (Fig. 4C1 and 4D1). ATRA treatment prevented the accumulation 
of collagen (Fig. 4C3 and 4D3). These observations were confirmed by measurement of 
collagen-positive areas using polarized light (Fig. 4D4). As illustrated in Fig. 5, ATRA 
treatment favourably affected cardio-myocyte genes involved in the regulation of apoptosis. The 
anti-apoptotic protein, Bcl-xl, was down-regulated in ob/ob mice compared to the ob+/- lean 
control mice and was normalized by ATRA treatment (Fig. 5A, P < 0.01). A down-regulation 
of Bcl-2 mRNA, a pro-apoptotic marker, was also observed in ob/ob mice (Fig. 5B, P < 0.01) 
while the expression of Bax mRNA was similar compared to lean controls and both genes were 




ratio of anti-apoptotic Bcl-2/pro-apoptotic Bax genes was observed (Fig. 5D, P < 0.05). 
Furthermore, a significant increase of both caspase 3 proteins (the 32 KDa pro-caspase 3 and 
the active 17 KDa cleaved-caspase 3) was observed in ob/ob mice cardio-myocytes, a pro-
apoptotic profile that was prevented by ATRA treatment (Fig. 5E and Fig.5F; P < 0.05).  
 
Effects of RA treatment on cardio-protective genes  
Because diabetes in rodents is associated with a reduction in GATA4 levels in the heart 
(Kobayashi S. et al. 2007), we investigated the expression of this transcription factor which is 
important for cell survival in ob/ob mice. As illustrated in Figure 6, ob/ob mice cardiomyocytes 
showed a down-regulation of GATA4 protein (Fig. 6A) without any change in GATA4 
transcripts (Fig. 6B). However, ATRA treatment was associated with an up-regulation of 
GATA4 protein level and mRNA expression. Because ob/ob mice develop a cardiomyopathy in 
an age-dependent manner, it was logical to expect that deficiency of GATA4 would influence 
genes regulated by these factors in the heart, namely NPs and eNOS. As presented in Figure 6C, 
there was no significant change in the expression of ANP mRNA in the heart of all 3 groups. 
However, BNP mRNA (Fig. 6D) was significantly down-regulated in hearts from ob/ob 
miceand was totally restored by ATRA treatment to levels observed in cardiomyocytes from 
lean controls. Consistent with an altered cardiac BNP mRNA in ob/ob mice, a significant down-
regulation was observed in the expression of OT mRNA that was totally prevented by ATRA 
treatment (Fig. 6E; p<0.05). Furthermore, hearts from ob/ob mice also showed a down-
regulation of OTR transcripts and proteins that were up-regulated by ATRA treatment (Fig. 6F 




eNOS protein levels were lower compared to lean control mice. ATRA treatment of ob/ob mice 
increased eNOS protein level (Fig. 7, p<0.05).  
Discussion 
The ob/ob mouse is a leptin deficient model characterized by severe obesity, insulin 
resistance, hyperinsulinemia and hyperglycaemia (Mazumder et al. 2004). The mice develop 
cardiac dysfunctions over time (Schmieder and Messerli 1987);(Van den Bergh et al. 2008) 
associated with a reduction in BNP synthesis (Cao and Gardner 1995),  collagen accumulation 
in the heart and apoptosis of cardiomyocytes  (Tamura et al. 2000).In the present study, we 
demonstrate that ATRA treatment in ob/ob mice prevents fibrosis and collagen accumulation in 
the heart and apoptosis of cardiomyocytes, defects known to increase the risk for later 
development of cardiac dysfunction. Furthermore, these effects are associated with a decreased 
body weight gain and a significant improvement in glucose metabolism (Manolescu et al. 2010).  
             In the untreated ob/ob mice, average body weight was increased almost 2-fold by the 
time they reached the age of 12 weeks, compared to lean control animals. The ATRA treatment 
resulted in a small but significant reduction in weight gain (7.4%; p<0.05) in ob/ob mice. This 
effect was due, at least in part, to a reduction in the size of adipocytes in the visceral fat (Fig. 
2). This was associated with lower fasting plasma glucose concentrations indicating an 
improvement in glucose metabolism (Fig. 1A). This is consistent with our previous findings of 
ATRA treatment being associated with improvement in insulin sensitivity and glucose tolerance 
in ob/ob mice (Manolescu et al. 2010). The reduction in weight gain and a smaller adipocytes 
size in the visceral fat were observed despite no difference in food consumption in treated versus 
untreated animals, suggesting that ATRA treatment was associated with increased energy 




metabolism  (Whittle and Vidal-Puig 2012) and acting via several mechanisms (e.g. 
cGMP/PKG/p38MAPK, PGC-1α, UCP1) to induce a brown fat thermogenic program in mouse 
and human white adipocytes (Bordicchia et al. 2012)(Bonet et al. 2013). This observation 
suggests that the heart can be considered as playing a role in the adipose tissue biology. This is 
consistent with the observation that transgenic mice over-expressing BNP are lean and resistant 
to diet-induced obesity, presumably due to reduction in fat tissue and increased lipolysis 
(Miyashita et al. 2009).  Furthermore, it has been observed in obese rodents, that RA treatment 
increased lipolysis resulting in a decrease in body fat content (Bonet et al. 2012), and an 
increased in peripheral insulin sensitivity (Lundgren et al. 2007).  There are also evidences that 
RA suppresses adipogenesis in vivo and contributes to the ability of the hormone to counteract 
diet-induced obesity (Berry et al. 2012b) and genetic obesity as reported in the present study. 
There are also evidences that adipogenesis depends on endogenous production of RA by 
ALDH1A1 enzymes (Reichert et al. 2011). However, Reichert et al. (Reichert et al. 2011)  
showed that exogenously supplied RA to C57/BL6 mice resulted in ALDH1A1 inhibition and 
suppression of fat formation. Similarly, in the present study, it was observed that ATRA 
treatment was associated with a lower expression of RALH1 in the heart of ob/ob mice; the 
significance of this potential feedback mechanism in the heart is difficult to explain.                
The level of natriuretic peptides in plasma and cardiac tissue is known to be reduced in 
obesity, diabetes and insulin resistant states, in both the mouse models as well as in humans 
(Moro et al. 2004);(Moro 2013). BNP is generally viewed as a cardio-protective hormone 
preventing pathological hypertrophy, fibrosis and apoptosis of cardiomyocytes (Tamura et al. 
2000). In this study we have observed that the low expression of BNP seen in the heart of ob/ob 




are reversed, at least in part, through the action of ATRA.  Indeed, our recent study in db/db 
mice deficient in leptin receptor, indicated that the enhancement of BNP  significantly reduced 
the development of obesity, glucose intolerance and insulin resistance as well as some structural 
and functional changes of the heart (Plante et al. 2014a). BNP treatment decreased accumulation 
of fat, and adipocytes diameter associated with a decrease in weight gain, promoted insulin 
sensitivity, and improved glycaemic control. It was also observed that the hyperphagic response 
to BNP treatment with the appearance of brown-like adipocytes expressing UCP1 promotes 
cellular energy dissipation as heat. The cardioprotective effects of BNP were attributed to the 
inhibition of cardiomyocyte apoptosis, myocardial fibrosis and the cardiac hypertrophy as well 
as normalisation of cardiac AMP-activated protein kinase and endothelial nitric oxide synthase 
activities. The anti-fibrotic activity of BNP is supported by the observation that cardiac fibrosis 
is a dominant feature in mice lacking BNP (Tamura et al. 2000). Beneficial effects of RA 
treatment on cardiac fibrosis have also been reported in hypertensive rats (Lu et al. 2003), in 
experimental myocardial infarction (Paiva et al. 2005)and in aortic-banded rats (Choudhary et 
al. 2008b). Furthermore, angiotensin II‐induced cardiac fibroblast proliferation and collagen 
synthesis are inhibited by ATRA treatment (He et al. 2006), indicating that RA‐mediated cell 
signalling is involved in regulating cardiac fibrosis.  
In the adult heart, the transcription factor GATA4 has been shown to have both anti-fibrotic and 
anti-apoptotic effects (Huang et al. 2008) by stimulating the production of ANP and BNP, and 
Bcl-2, respectively. The reduction in GATA4 protein content seen in hearts of ob/ob mice is 
consistent with other models of hyperglycaemia, including db/db mice and streptozotocin-
treated rats (Kobayashi S. et al. 2007). The decrease expression of GATA4 is suggested to occur 




observations in other models of diabetes where the synthesis of BNP as well as anti-apoptotic 
genes are reduced in cardiomyocytes  (Cao and Gardner 1995).   In the present study, 
ATRAtreatment of ob/ob mice attenuated the hyperglycemia, normalized GATA4 protein 
content in the heart and increased the synthesis of GATA4-related peptides (fig 6D-G), 
including BNP and Bcl-2. The decrease in collagen formation and rate of apoptosis of 
cardiomyocytes in hearts of RA-treated obese mice is consistent with the up-regulation of 
GATA4 and downstream protective genes. This protective role of GATA4 is supported by the 
observation in experimental myocardial infarction in rats, that the peri-infarct intramyocardial 
delivery of GATA4 gene via adenoviral vector prevented adverse post-infarction heart 
remodelling through myocardial angiogenesis, anti-apoptosis, and stem cell recruitment (Rysa 
et al. 2010).  Reports have also demonstrated that GATA4 synthesis can be induced by RA 
treatment (Arceci et al. 1993), further implicating a role for RA in the synthesis of GATA4-
related peptides in the prevention of cardiac apoptosis and fibrosis. 
             ATRA treatment was associated with a normalization of oxytocin (OT) and oxytocin 
receptor (OTR), found to be down-regulated in non-treated ob/ob mouse hearts (Fig.6 E, F,G). 
As previously reported, RA treatment of rats at day 21 of gestation produced a significant 2- to 
3-fold increase of cardiac OT protein concentration and OT mRNA levels in the fetal heart 
(Jankowski et al. 2004). Further analysis of P19 embryonic carcinoma cells indicated that 
GATA-4 is a component of the ATRA-mediated cardiogenic pathway linked to cardiomyocytes 
differentiation stimulated by OT (Jankowski et al. 2004). This is consistent with the presence of 
GATA4-regulated element on OTR gene promoter (Uchida et al. 2007). Recent studies revealed 
important central and peripheral actions of OT in obesity (Deblon et al. 2011, Zhang G. and Cai 




(Eckertova et al. 2011). An increase in OT expression following ATRA treatment in hearts of 
ob/ob mice is clearly cardioprotective based of earlier work indicating that OT increases 
antioxidant markers (Szeto A. et al. 2008), activates mitochondrial KATP channels (Alizadeh et 
al. 2010), inhibits cell death pathways via phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/Akt pathway 
(Kobayashi H. et al. 2009), generates nitric oxide production  (Danalache et al. 2007), confers 
anti-inflammatory protection (Jankowski et al. 2010a) and stimulates NP production  
(Gutkowska et al. 1997). Furthermore, OT activates signalling pathways in cardiac muscles that 
overlap with those of insulin (Florian et al. 2010), promoting glucose uptake and possibly 
indirectly mediating the effect of RA on plasma glucose levels in obese mice. 
Another stimulator of cGMP/PKG-pathway is NO produced mainly in the heart by eNOS and 
involved in the cardiovascular system cell cycle (Ignarro et al. 1999). Our study shows that 
eNOS expression is reduced in ob/ob mice and that ATRA treatment reversed this to level 
comparable to control hearts.  It has been demonstrated that ATRA increased nitric oxide 
production by eNOS phosphorylation through RAR-mediated phosphoinositide 3-kinase 
(PI3K)/Akt pathway in endothelial cells and possibly plays beneficial roles in vascular 
endothelium (Uruno et al. 2005). Furthermore, others have shown that ATRA treatment also 
increases the PI3K/Akt pathway in endothelial cells (Uruno et al. 2005) a pathway found to be 
decreased in ob/ob mice (Trivedi et al. 2008).  
Study limitations 
Our investigations demonstrate that the mechanism of action of ATRA can include direct actions 
on the heart. However, the functional aspect of the cardiac ATRA receptors was not addressed. 
In this respect the hypothesis of Reichert et al. (Reichert et al. 2011) need to be considered. 




heterodimerization with RXR and this complex binds to a RA response element (RARE) in 
target genes which may include OTR and natriuretic peptides as suggested in figure 8. 
Furthermore, to better address the aspect of gene regulation, it would be important to perform 
the molecular study of ATRA regulation in cardiomyocytes isolated from adult ob/ob mice. It 
is important to examine if the ATRA effect on eNOS phosphorylation reported previously 
(Uruno et al. 2005)  is also observed in cardiomyocytes of ob/ob mice. More investigations in 
various fat tissue topology and obese mice models (e.g. ob/ob, db/db), may be useful to address 
whether enhancing and/or inducing "fat browning process" pass mainly through increasing 
natriuretic peptides (BNP, ANP) levels or if a direct action of RA treatment on some specific 
genes of brown fat metabolism (e.g.UCP1, PGC-1α ) is also involved (Bonet et al. 2012). 
Conclusion 
             RA treatment in the ob/ob mice, a model of obesity, insulin resistance and 
hyperglycaemia, resulted in decreased weight gain, lower visceral adipocytes size and 
improvement in glucose tolerance. These beneficial phenotypes were associated with 
normalization of BNP, OT and OTR genes expression (mRNA) and of GATA4, OTR and eNOS 
protein level in cardiomyocytes as well as an up-regulation of the anti-apoptotic genes and a 
down-regulation of the pro-apoptotic genes. These effects resulted in a decrease in collagen 
accumulation and a reduction in apoptosis of cardiomyocytes. The present findings further 
support the concept of the GATA4-oxytocin-natriuretic peptide cardio-protective system as a 
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Effects of RA treatment on plasma glucose level (A),  body weight (B), heart weight (C) and 
heart/body weight ratio (D) in ob/ob mice (ob/ob RA+) compared obese control (ob/ob RA-) and 
lean controls (ob/+). Values expressed as means ± SEM, n = 6–8 per group. *P< 0.05, ob/ob 
compared to ob/+; &P< 0.05, ob/obRA+ compared to ob/ob RA-. 
Figure 2 
Effect of RA treatment on visceral adipocytes size in ob/ob mice (ob/ob RA+) compared to 
obese control (ob/ob RA-) and lean controls (ob/+) (A). The surface area of at least 1000 cells 
from each mouse was used to calculate average value. Representative pictures of adipocytes in 
sections isolated from visceral fat in ob/+ mice (B), in ob/ob RA- (C) and in ob/ob RA+ (C). 
Scale bar = 100 µm. Results are expressed as means ± SEM; n = 8 per group. *P< 0.001, ob/ob 
compared to ob/+; &P< 0.01, ob/obRA+ compared to ob/ob RA-.   
Figure 3 
Effects of RA treatment on the expression of CYP26A1 (A) and the protein level of ALDH1A1 
(B)  in cardiomyocytes of ob/ob RA+ compared to obese control (ob/ob RA-) and lean controls 
(ob/+) (A). Bars show the mean ± SEM; n=6 per group, *P<0.05. 
Figure 4  
A-Ventricular cross-sections as follow: control section (A1), section of ob/ob RA- mice (A2), 
section ofob/ob RA+ mice (A3) and surface area of cardiomyocytes (A4) (n=6-8). B-Apoptotic 
nuclei in cardiac sections of control mice (B1), ob/ob RA− mice (B2),ob/ob RA+  mice (B3) and 
their   quantitative graph bars (B4) (n=4). C-Sirius red staining collagen deposit (red color) in 
cardiac sections of control mice (C1),ob/ob RA− mice (C2), ob/ob RA+  mice (C3) and their 
quantitative analysis of collagen deposits under double refraction respectively (D1, D2, D3). 
D4-Significant elevation of cardiac collagen deposits in ob/ob RA− mice vs. control ob/+ mice 
and  ob/ob RA+group (n=3); *P< 0.05, ob/ob compared to ob/+; &P< 0.05, ob/ob RA+  compared 







Effects of RA treatment on Bcl-xl protein level (A), BCL2 mRNA (B), BAX mRNA (C), 
BAX/BCL2 mRNA ratio (D), as well as on the protein level of Pro-Caspase 3 (E) and Caspase 
3 (F) in cardiomyocytes of ob/ob RA+ compared to obese control (ob/ob RA-) and lean controls 
(ob/+). Bars show the mean ± SEM; n=6 for each group. *P< 0.05, ***P< 0.001 ob/ob compared 
to ob/+; &P< 0.05, ob/ob RA+ compared to ob/ob RA-.  
 
Figure 6 
Effects of RA treatment on GATA4 protein (A) and mRNA (B) levels, ANP mRNA (C), BNP 
mRNA (D), OT mRNA (E), and OTR protein (F) and mRNA (G) relative change in 
cardiomyocytes of ob/ob RA+ compared to obese control (ob/ob RA-) and lean controls (ob/+).  
Bars show the mean ± SEM; n=5-6 animals in each group. *P< 0.05, ob/ob compared to ob/+; 
&P< 0.05, ob/ob RA+ compared to ob/ob RA-.  
 
Figure 7  
The effect of RA treatment on eNOS protein level in cardiomyocytes of ob/ob RA+ compared 
to obese control (ob/ob RA-) and lean controls (ob/+). Bars show the mean ± SEM; n=5-6 
animals in each group. *P<0.05 ob/ob compared to ob/+; †P<0.05 ob/ob RA+ compared to ob/ob 
RA-. 
Figure 8 
All-trans-RA acts by binding to the retinoic acid receptor (RAR), which is bound to DNA as a 
heterodimer with the retinoid X receptor (RXR) in regions called retinoic acid response 
elements (RARE). This allows the complex to regulate the rate of genes transcription including 
transcription factor GATA4, oxytocin receptor (OTR), endothelial nitric oxide synthase (eNOS) 
and brain natriuretic peptide (BNP). BNP released from the heart should favourably regulate 















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































CHAPITRE 8 – Discussions et Conclusions  
8.1. Discussion  
8.2. L’AR diminue le poids corporel, la résistance à l’insuline, la glycémie et les niveaux 
sériques de ROL et de RBP4 chez les souris ob/ob  
 
Nous avons investigué les effets de l’acide rétinoïque (AR) sur l’homéostasie du glucose 
dans les souris ob/ob, un modèle d’obésité, de résistance à l’insuline et d’hyperglycémie. De 
plus nous avons examiné la relation entre les concentrations sériques de rétinol (ROL) et son 
transporteur la RBP4 avec de la sensibilité à l’insuline. Les ob/ob sont des souris transgéniques 
totalement déficientes en leptine (Lep -/-). Ces souris présentent de l’obésité, une 
insulinorésistance, et de l’intolérance au glucose, phénotype qui ressemble au diabète de type 2 
chez l’humain (Zhang Y. et al. 1994). Ces souris sont léthargiques et montrent également une 
réduction du métabolisme et de leur température corporelle (Klaus et al. 1998, Landsberg et al. 
2009). Nous avons utilisé des souris ob/ob âgées de 9 à 10 semaines, parce qu’à cet âge, elles 
ont déjà développé de l’insulinorésistance et de l’hyperinsulinémie (Genuth et al. 1971). Les 
particularités, les avantages et les limites de ce modèle animal sont discutés très en détail dans 
le chapitre 4. Nos résultats ont clairement démontré que l’acide rétinoïque améliore de façon 
significative l’homéostasie du glucose. Les glycémies de base étaient significativement 
diminuées le 9e jour du traitement et étaient maintenues ainsi jusqu'à la fin (jour 16) du 
traitement (Article 1, Fig.2), (Manolescu et al. 2010), indiquant l’effet bénéfique à long terme. 
De plus l’AR a significativement amélioré la tolérance au glucose et à l’insuline (article1, Fig.3), 
(Manolescu et al. 2010). Plusieurs auteurs ont trouvé que la vitamine A est impliquée dans la 
régulation de l’adipogenèse, l’accumulation de la masse grasse et la balance énergétique (Bonet 
et al. 2003, Villarroya et al. 1999). Des souris mâles transgéniques (souche NMRI-Naval 
Medical Research Institute) supplémentées durant onze semaines en vitamine A (RE) avaient 
montré une tendance de perte de poids et de tissu adipeux (Felipe et al. 2004). En parallèle avec 
nos études, des souris mâles wild-type rendues obèses par une diète riche en gras, maigrissaient 
significativement lorsqu’une dose d’AR, double par rapport à la nôtre, leur était injectée en sous-
cutané pendant cinq  semaines (Berry and Noy 2009). Dans notre étude, l’administration  orale 
d’une petite dose d’AR (2 μg/g poids corporel / jour) à des souris femelles transgéniques lep -/- 




corporel de 7,4  % plus bas que celui des souris ob/ob non-traitées, à la fin (Article 
1,Fig.1),(Manolescu et al. 2010). Les souris mangent d’un bon appétit, et aucun signe clinique 
(ex. : vomissements, dyspepsie, diarrhée, ballonnements, gaz) n’indique un quelconque risque 
de nourriture non-absorbée. Puisque l’apport alimentaire et l’activité locomotrice réflexe étaient 
similaires pour les souris ob/ob AR+ (traitées à l’AR) et les souris ob/ob AR- (non traitées), la 
perte de poids des souris traitées suggère une amélioration possible de leur métabolisme 
énergétique, probablement non-cinétique, statique (Manolescu et al 2010). Pour pouvoir dire 
exactement de combien de joules ou kcal à chaque jour, il faudrait la mesurer dans une cage 
métabolique. Leurs réflexes moteurs - qu’elles ne pourraient pas bloquer par la volonté - leur 
manquent, même sous stimuli interprétés par leur cerveau comme menaçant leur vie (suspension 
caudale). Alors il est évident - même sans cage métabolique, ni vidéo-caméra – qu’elles ne sont 
pas capables d’effort physique de grande intensité et/ou de longue durée. D’autre part, l’autopsie 
de ces animaux démontre une perte significative de masse adipeuse, ce qui est un indice 
physiologique et anatomique valide et une mesure indirecte de chaleur en même temps, sachant 
qu’en tout temps 1g de lipides vaut 9 kcal (1 kcal = 4,18kJ) sur la Terre, et que la graisse de nos 
souris ne peut faire exception.   
Notre laboratoire avait préalablement démontré qu’un supplément d’AR dans la diète 
diminuait significativement les concentrations de ROL circulant chez des rats sains, 
probablement par  un mécanisme de rétroaction sur l’axe métabolique de la vitamine A dans les 
tissus cibles (Bhat and Lacroix 1991a). Cela suggère une possibilité de diminution du taux de 
RBP4 circulante, avec effets bénéfiques pour la RI si appliquée à des animaux diabétiques. 
Parallèlement à nos recherches de 2008, il a été également démontré que l’ administration d’une 
plus forte dose d’AR par voie sous-cutanée pendant quatre jours diminuait la production de 
l’adipokine RBP4, mais chez d’autres souris (NMRI) et mâles (Mercader et al. 2008). Cela 
suggère que la diminution des concentrations sériques de RBP4 chez nos souris ob/ob AR+ peut 
être tributaire, du moins en partie, de la diminution de synthèse et de sécrétion de RBP4 par les 
tissus adipeux. Parce que plusieurs études chez la souris et chez l’humain ont démontré une 
relation forte entre la concentration sérique de RBP4, l’obésité et le diabète de type 2, nous 
avons voulu vérifier si un traitement avec une petite dose d’AR sur une période de temps 
relativement courte (16 jours) diminuerait la RBP4 sérique et la résistance à l’insuline. Nos 




souris ob/ob a eu comme effet de diminuer les concentrations sériques de ROL et de RBP4 ainsi 
que la résistance à l’insuline (Manolescu et al. 2010). Il est probable que les effets bénéfiques 
globaux de l’AR pour rééquilibrer l’homéostasie du glucose, sont dus non seulement à la baisse 
des concentrations sériques de RBP4, mais également à l’activation des gènes impliqués dans 
l’action de l’insuline, via des récepteurs nucléaires sensibles à l’AR tels que RAR, RXR ou 
PPAR (Haffner et al. 2004, Scribner et al. 2007). Cette hypothèse serait compatible avec 
l’observation que les diminutions de l’obésité et de la résistance à l’insuline, lors de traitements 
à l’AR , seraient associées à l’activation de récepteurs nucléaires tels que les RAR et PPARβ/δ 
(Berry and Noy 2009). Il semblerait que diminuer seulement la concentration sérique de RBP4, 
ne serait pas suffisant pour diminuer la résistance à l’insuline chez la souris. En effet, le 
traitement avec l’A1120, une molécule artificielle non-rétinoïde avec grande affinité pour la 
RBP4, induit une dissociation entre TTR et RBP4 avec comme conséquence l’élimination de 
RBP4 par le rein, donc la diminution de sa concentration sanguine (Mercader et al. 2008). 
Cependant, dans ce contexte (A1120) il n’y a pas eu diminution de la résistance à l’insuline. Par 
contre un rétinoïde analogue, la fenrétinide, qui diminue la RBP4 circulante, diminue aussi la 
résistance à l’insuline, ce qui suggère l’implication de mécanismes complémentaires 
possiblement reliés aux rétinoïdes (Motani et al. 2009, Yang et al. 2005). Il est donc suggéré 
que la diminution du taux de la RBP4 sérique soit nécessaire, mais pas toujours suffisante pour 
induire une diminution de la résistance à l’insuline. Des mécanismes complémentaires qui 
accompagnent la diminution de la RBP4 sanguine seraient ainsi reliés, et au métabolisme des 
rétinoïdes, et à l’amélioration de l’homéostasie du glucose. Également, la concentration 
sanguine élevée de la RBP4 dans l’obésité, la résistance à l’insuline et le diabète de type 2, 
suggère que le métabolisme de la vitamine A est également perturbé dans ces états 
pathologiques. Toutefois, il y a peu de données à ce sujet, par exemple pour savoir si les niveaux 
circulants de ROL sont également augmentés subséquemment à l’augmentation de la RBP4 
sanguine. Théoriquement, le rétinol devrait circuler dans le sang lié à la RBP4 de façon 
équimolaire (1:1) mais des études ont démontré qu’une petite quantité de ROL non lié à la  RBP4 
circule aussi (Biesalski et al. 1999, Quadro L. et al. 1999). Donc même si théoriquement le ratio 
normal ROL/RBP4 est de 1:1 dans le sang, en pratique les mesures indiquent un ratio 
ROL/RBP4 légèrement >1, à cause du ROL libre. Ainsi, l’équipe de Motani a trouvé un ratio 




que nous avons trouvé (ROL/RBP4=1,38) dans le même type de souris (Motani et al. 2009). 
D’autres ont trouvé une association entre le ratio sérique de ROL/RBP4 et l’obésité ou encore 
le diabète de type 2 (Aeberli et al. 2007, Erikstrup et al. 2009, Mills et al. 2008). Ils ont suggéré 
que le ratio sanguin ROL/RBP4 serait un meilleur indicateur pour le diabète de type 2, que la 
RBP4 seule. Dans nos études, nous avons observé une augmentation significative du ratio 
ROL/RBP4 sanguin chez les souris obèses diabétiques non traitées (ob/ob RA-), 
comparativement aux souris minces en santé (Article 1, Fig.4). Le traitement à l’acide rétinoïque 
a diminué ce ratio de 20% chez les souris obèses diabétiques ob/ob RA+ (Article 1, Fig.4) 
(Manolescu et al. 2010). Puisqu’une diminution du ratio sérique de ROL/RBP4 coïncide avec 
une amélioration significative de la tolérance à l’insuline et de la tolérance au glucose chez les 
souris traitées (ob/ob RA+), il serait intéressant de mesurer ce ratio chez des malades qui 
utilisent un autre traitement (ex.: metformine) pour améliorer leur index glycémique. Il n’est 
pas clair si l’excès en grande quantité de ROL libre dans le sérum contribue à la pathogenèse du 
diabète de type 2. Cependant le traitement à l’AR diminue significativement cet excès de ROL 
libre chez les souris ob/ob RA+ (Manolescu et al. 2010). D’autres études ont trouvé un ratio 
ROL/RBP4 plus grand dans le liquide céphalo-rachidien que dans le sérum des  participants 
avec hypertension  intracrânienne idiopathique, suggérant une implication du ROL libre dans la 
pathogenèse de l’hypertension intracrânienne (Libien and Blaner 2007, Warner et al. 2007). 
Notre travail démontre qu’un traitement avec une petite dose d’AR, diminue la résistance à 
l’insuline, l’intolérance au glucose, l’hyperglycémie, le poids corporel et les concentrations 
circulantes de ROL et RBP4 chez des souris ob/ob, obèses et diabétiques. 
8.3. L’acide rétinoïque diminue l’obésité et améliore les métabolismes de la vitamine A et 
énergétique chez la souris diabétique ob/ob  
 
Nous avons démontré chez la souris ob/ob qu’un traitement à petite dose d’AR diminue 
la glycémie, la résistance à l’insuline, le ROL et  la RBP4 circulants ainsi que le poids corporel, 
malgré un apport alimentaire semblable aux souris ob/ob non traitées (Manolescu et al. 2010). 
Nous avons également observé que l’AR diminue le gras viscéral (VF) chez les souris ob/ob 
(Manolescu et al. 2014). Dans l’ensemble avec d’autres études, nos observations suggèrent que 
l’AR influence le métabolisme de la vitamine A, du glucose et des lipides (Brun et al. 2013). Il 




de gras brun et/ou beige, sous l’influence des rétinoïdes (Bonet et al. 2013, Bonet et al. 2012, 
Brun et al. 2013, Villarroya et al. 2004).  
        Il est donc postulé que tous ces effets  puissent  être rel iés  à  l ’effet  du t rai tement  
à  l ’AR  sur  des  gènes du métabol isme de  la  vi tamine A et  du  métabol isme  de  
l ’énergie,  métabol ismes qui  sont  perturbés  dans l ’obési té  et  le  diabète de  
type 2.  Nous avons effectivement trouvé que le traitement à l’AR chez la souris ob/ob 
modulait l’expression de gènes impliqués dans le métabolisme de la vitamine A de manière tissu 
spécifique (SF, VF, SM, LIV). Chez la souris ob/ob, le traitement à l’AR normalise les 
concentrations de vitamine A dans le SF (ROL), le VF (ROL), les SM (ROL, RE), le LIV (RE) 
et celles de la RBP4 dans les SF et VF et le LIV, par rapport aux souris minces et en santé. Dans 
les SF et VF, nous avons observé une augmentation de l’expression (mRNA) des gènes 
PGC1α  et UCP1, qui sont impliqués dans la genèse mitochondriale (Austin and St-Pierre 2012) 
et le métabolisme du gras beige/brun (Chen H. Y. et al. 2013). Enfin nous avons également 
observé que notre traitement à l’AR était associé à une diminution de la taille des adipocytes 
(Art. 2, Fig. 5A; B et Fig. 6B) (Manolescu et al. 2014).  
8.3.1. L’AR influence les gènes impliqués dans le métabolisme de la vitamine A, chez les 
souris ob/ob, de manière tissu spécifique 
L’obésité et la résistance à l’insuline sont associées à une augmentation des cytokines 
pro-inflammatoires (Bastard et al. 2000a,Bastard et al.2000b) et une accumulation de 
macrophages dans le tissu adipeux (Weisberg et al. 2003) perturbant l’activité de plusieurs voies 
de signalisation  y compris  celles impliquées dans le métabolisme des rétinoïdes et de leurs 
récepteurs nucléaires (Frey and Vogel 2011,Villarroya et al. 1999,Villarroya et al. 2004). 
Plusieurs de ces voies sont également sensibles à l’action de l’AR dans les tissus adipeux  (Berry 
et al. 2012b, Frey and Vogel 2011,Villarroya et al. 2004). Les profils d’expression de gènes du 
métabolisme des rétinoïdes en contexte d’obésité et diabète avec ou sans diverses doses 
exogènes d’AR, n’avaient pas été explorés de façon exhaustive. Nos observations depuis 2008 
chez la souris ob/ob démontrent que notre traitement à petite dose d’AR module les gènes du 
métabolisme de la vitamine A impliqués dans l’absorption (STRA6), le transport (RBP4, CRBP, 
CRABP), le dépôt (LRAT), l’oxydation (RDH, RALDH), le catabolisme (CYP26A1 et 




le foie (Article 2, Fig.1). Un schéma métabolique est illustré dans l’article 2 (Fig.6A). Les souris 
normales sont les témoins de référence santé.   
       STRA6. Le récepteur cellulaire membranaire STRA6, facilite l’entrée du ROL sérique 
(apporté par le complexe ROL-RBP4) dans le cytoplasme (Blaner WS 2007, Kawaguchi et al. 
2007),  mais peut également fonctionner de façon bidirectionnelle en libérant de petites quantités 
de ROL dans la circulation (Berry et al. 2012c, Isken et al. 2008). Les concentrations de la 
protéine STRA6 augmentent avec la progression de l’adipogenèse à partir du stade de pré-
adipocytes jusqu’au stade d’adipocytes adultes, et sont soumises à plusieurs régulations dont 
une au niveau post-traductionnel (Muenzner et al. 2013, Wu J. et al. 2014, Zemany et al. 2014). 
Dans notre étude, l’expression de STRA6 était indétectable dans le foie (LIV) et réduite dans 
les muscles squelettiques (SM) en conformité avec la littérature (Bouillet et al. 1997, Muenzner 
et al. 2013, Pasutto et al. 2007, Szeto W. et al. 2001). Puisque le foie récupère la vitamine A de 
chylomicrons circulants, l’absence ou l’expression réduite du STRA6 dans le foie est logique, 
pour empêcher ainsi la réabsorption de son propre ROL, libéré sous forme de complexes ROL-
RBP4 (Kawaguchi et al. 2007). Par contre, l’expression de STRA6 était élevée dans le gras 
sous-cutané (SF) et le gras viscéral (VF) de souris ob/ob, comparativement aux souris minces 
témoins en santé, en conformité avec d’autres observations (Berry and Noy 2012, Muenzner et 
al. 2013). Notre traitement à l’AR a normalisé l’expression (mRNA) du STRA6 dans le VF et 
l’a augmenté davantage dans le SF. Ceci a probablement contribué, en partie, à la normalisation 
de la concentration de ROL dans les tissus adipeux (Article 2 ; Fig.2A et 2B), donc à 
l’amélioration de l’homéostasie cellulaire de la vitamine A. Nous avons donc des associations 
intéressantes des profils de transcription (mRNA) du STRA6 (portier du ROL) avec l’obésité-
diabète avant-  et avec les améliorations après- notre traitement à l’AR. Nos résultats sont 
compatibles avec d’autres publications démontrant l’impliquation du STRA6 dans 
l’adipogenèse via le métabolisme des rétinoïdes, soit en relation avec le ROL, la RBP4, la LRAT 
et les RAR (Berry et al. 2011, Isken et al. 2008, Zemany L et al. 2014).  
RBP4. Nous avons observé que l’expression (mRNA) de l’adipokine et du transporteur 
de ROL, la RBP4, était élevée dans les SF et VF ainsi que dans le foie des souris ob/ob, 
comparativement aux souris minces témoins en santé. Le traitement avec de l’AR, a réduit 
significativement la transcription de la RBP4 dans le SF, avec une tendance à la baisse dans le 




(Manolescu et al. 2010) est la conséquence, du moins en partie, d’une synthèse et d’une sécrétion 
diminuées de la RBP4 des tissus adipeux (Yang et al. 2005). Ce serait conforme avec 
l’observation d’une synthèse (mRNA) diminuée de l’adipokine RBP4, chez des souris traitées 
avec de l’AR par  voie sous-cutanée pendant quatre jours (Mercader et al. 2008). Toutefois, la 
majorité de la RBP4 sérique provient du foie, qui contribue probablement aussi à l’augmenter 
en circulation, tel qu’elle est retrouvée chez des souris obèses et insulino-résistantes (Berry and 
Noy 2012, Yang et al. 2005) et chez des patients  diabétiques (Christou et al. 2012, Graham TE 
et al. 2006b, Kelly et al. 2010, Samaras et al. 2010).    
        CRBP1. Notre traitement à l’AR augmente l’expression (mRNA) du transporteur 
intracellulaire des rétinoïdes, le CRBP1, dans les quatre tissus étudiés (Article 2, Fig.1). Le 
CRBP1 lie le ROL et facilite son estérification en RE, sous l’action catalytique des enzymes 
LRAT et/ou ARAT (D'Ambrosio et al. 2011). Il peut aussi lier le RAL pour l’oxydation 
spécifique en AR (Noy 2000). Le CRBP1 protège le ROL contre la dégradation oxydative 
aléatoire ou contre l’isomérisation (Ross AC 1993a, b), augmentant l’efficacité de sa 
transformation enzymatique en RE (Napoli JL 2000) ou en RAL et, subséquemment, en AR 
(Blomhoff and Blomhoff 2006). In vitro, l’inhibition du CRBP1 est associée à une augmentation 
de la différenciation cellulaire des préadipocytes 3T3-L1 et des fibroblastes d’embryon de souris 
(Zizola et al. 2010). Le CRBP1 peut également inhiber la différenciation cellulaire des 
préadipocytes (Frey and Vogel 2011) et la diminution ou l’inhibition de l’expression (mRNA) 
du CRBP1 augmente l’adipogenèse (Zizola et al. 2010). En plus, les souris CRBP1/KO 
présentent un métabolisme hépatique de la vitamine A accéléré, qui mène à une diminution de 
50% des réserves hépatiques de RE (Matt et al. 2005). L’équipe de Frey et Vogel a démontré 
que des niveaux élevés de CRBP1 diminuent l’adipogenèse et la taille des adipocytes et en 
conséquence améliorent la sensibilité à l’insuline et la tolérance au glucose pour le même IMC 
(Frey and Vogel 2011) tout en augmentant les réserves hépatiques de RE (Matt et al. 2005). En 
accord avec ces observations, le traitement à l’AR chez nos souris ob/ob a normalisé les taux 
hépatiques de RE (Article 2, Fig.2D), réduit le diamètre des adipocytes (Article 2; Fig.5) et 
(Manolescu et al. 2014) et diminué l’insulino-résistance et la glycémie (Manolescu et al. 2010).   
         LRAT. La lécithine-rétinol acyltransférase est la principale enzyme d’estérification du 
ROL (Li Y. et al. 2014). Elle est aussi impliquée dans la signalisation cellulaire avec la RBP4 




foie, le tissu adipeux peut stocker jusqu’à 20% des réserves globales de rétinoïdes (Tsutsumi et 
al. 1992). Nous avons trouvé la LRAT élevée (mRNA) dans le foie et les tissus adipeux (SF et 
VF), alors que diminuée dans les muscles des souris ob/ob comparativement aux souris minces 
et en santé. Le traitement avec de l’AR module vers la normalisation l’expression de LRAT des 
souris ob/ob, dans les muscles et le foie. Il a également augmenté l’expression de LRAT dans 
le VF (Article 2, Fig.1). Ceci pourrait expliquer l’accumulation de RE que nous avons observée 
dans les deux tissus adipeux des souris ob/ob (Article 2, Fig.2). Les dépôts adipeux de rétinoïdes 
(RE) sont utilisés comme source de vitamine A, en cas d’épuisement des réserves hépatiques de 
RE (O'Byrne SM et al. 2005). Dans la présente étude nous avons trouvé les réserves hépatiques 
de RE diminuées chez les souris ob/ob (Article 2, Fig.2D). La sécrétion hépatique de vitamine 
A, l’absorption directe de RE circulants par les tissus (Article 2, Fig.6A) et l’activité des 
enzymes d’estérification (ex. : LRAT, ARAT)  influencent la dynamique et le stockage tissulaire 
de RE (Orland et al. 2005) 
  RDH10 Les besoins des adipocytes en ROL sont comblés par le complexe ROL-RBP4-
TTR circulant, ainsi que par l’hydrolyse de leurs réserves intracellulaires de RE. 
Comparativement aux souris minces en santé, le traitement de souris ob/ob avec de l’AR a 
normalisé l’expression du RDH10 dans le SF ainsi que dans le foie, tout en l’augmentant 
davantage dans le VF (Article 2, Fig. 1). Cette oxydoréductase de la famille RDH/SDR est très 
importante; elle conserve  98,6% de l’homologie pour la séquence des acides aminés, entre la 
souris et l’humain (Wu B. X. et al. 2002). La RDH10, comme les autres RDH, fonctionne 
conjointement avec des enzymes spécifiques en co-substrats (NAD et NADP), et oxyde (NAD+ 
vers NADH) le ROL en rétinaldéhyde (RAL) ou réduit (NADPH to NADP+) le RAL en ROL 
(Article 2, Fig.6A). La RDH10 est spécifique pour le at-ROL (Parés et al. 2008) et est importante 
pour la vision et l’embryogenèse, ainsi que pour le métabolisme énergétique, étant associée à la 
membrane mitochondriale et/ou les vacuoles lipidiques (Jiang and Napoli 2013). La RDH10 
influence donc, du moins en partie, les concentrations de ROL dans les tissus adipeux. Dans 
notre présente étude, ses profils d’expression (mRNA) sont associés à la normalisation des 
concentrations de ROL dans les gras SF et VF suite au traitement à l’AR (Article 2, Fig.2A et 
2B). Elle contribue probablement, en partie, à cette normalisation.  
         RALDH. Ces enzymes catalysent  la synthèse endogène d’AR dans les tissus (Reichert et 




la RALDH2 observée dans le gras VF et les muscles des souris ob/ob traitées avec de l’AR, 
peuvent s’expliquer par un mécanisme de rétroaction induit par notre AR exogène. D’un autre 
côté, le traitement avec de l’AR, augmente l’expression (mRNA) de la RALDH1 dans le VF et 
de la RALDH2 dans le SF et augmente l’expression des ces deux enzymes dans le foie (Article 
2, Fig.1). Cela serait compatible avec d’autres observations qui ont aussi trouvé des différences 
spécifiques entre des transcrits de RALDH, avec une plus grande expression de la RALDH1 
dans des préadipocytes du VF que dans des préadipocytes du SF (Gesta et al. 2006). Ceci  n’a 
pas toujours été confirmé au niveau protéique (Peinado et al. 2010). De plus, dans le tissu 
adipeux des souris matures, on observe un plus grand niveau protéique de RALDH1  dans le SF 
que dans le VF (Sima et al. 2011). Une augmentation de la RALDH2 a été observé dans la 
fraction vasculaire stromale (SVF) du VF autant au niveau d’expression (mRNA) qu’au niveau 
protéique (Peinado et al. 2010). Il est donc possible que dans certaines circonstances les 
préadipocytes du gras VF produisent plus d’AR endogène que les préadipocytes du gras SF 
(Peinado et al. 2010) et interagissent de manière différente avec l’AR exogène, pour réguler 
l’adipogenèse (Bonet et al. 2003). Lorsqu’il y a une corrélation inverse  entre le niveau des 
transcrits et celui des protéines des RALDH, cela suggère des régulations post-traductionnelles, 
tel qu’observé pour d’autres protéines (ex.STRA6) (Muenzner et al. 2013). Le traitement à l’AR 
de souris C57/BL6 (souche utilisée pour créer des ob/ob transgéniques) augmente l’expression 
de la RALDH2 et est associé à une histologie normale du foie (Liu et al. 2014). En plus l’AR 
exogène réduit les transcrits de RALDH1 et diminue l’adipogenèse et l’accumulation de gras 
(Reichert et al. 2011, Ziouzenkova O et al. 2007a). Dans notre étude, un phénomène similaire 
pourrait expliquer, du moins en partie, la taille réduite des adipocytes du SF des souris ob/ob 
traitées avec de l’AR (Article 2, Fig.5A).   
          CRABP. Notre traitement de souris ob/ob à l’AR a normalisé - comparativement aux 
souris minces, témoins en santé- l’expression (mRNA) de la première protéine de transport 
cellulaire d’AR (CRABP1), dans tous les tissus (SF, VF, SM, LIV) des souris ob/ob (Article 2, 
Fig.1). Notre traitement à l’AR a normalisé l’expression (mRNA) de la CRABP2 (protéine 2 de 
transport cellulaire d’AR) seulement dans le foie (LIV) des souris ob/ob (Article 2, Fig.1D) et a 
augmenté davantage l’expression de la deuxième protéine de transport cellulaire d’AR 
(CRABP2) dans le VF des souris ob/ob (Article 2, Fig.1B). D’autres ont confirmé  qu’un  




diminuer l’obésité par l’inhibition de la différenciation des préadipocytes (Berry et al. 2012b, 
Berry and Noy 2009, Berry et al. 2010). Cela pourrait expliquer, en partie, notre observation 
que le traitement à l’AR réduisait la taille des adipocytes dans le VF des souris ob/ob (Article 
2, Fig. 5B), (Manolescu et al. 2014). Le rôle principal des CRABP1 et CRABP2 est de transférer  
l’AR dans le noyau, pour activer ses récepteurs nucléaires RAR et RXR (Chambon P 2005). La 
fine régulation  des quantités d’AR qui accèdent au  noyau par les CRABP1 et CRABP2 y 
prévient les effets nocifs d’un excès d’AR (Maden M. et al. 1988). Les CRABP1 et CRABP2 
guident également l’AR vers son catabolisme une fois son action biologique accomplie (Boylan 
J. F. and Gudas 1992b, Stachurska et al. 2011). Ce catabolisme cellulaire d’AR est accompli  
par les cytochromes CYP26A1/B1 (Giguère 1994, Napoli JL et al. 1991) et un peu par les 
mitochondries (Ruff and Ong 2000).     
CYP26. Le traitement à l’AR a sensiblement augmenté les transcrits (mRNA) des 
enzymes cataboliques CYP26A1 dans le SF, les SM et le LIV et celui de CYP26B1 dans le VF, 
les SM et le LIV (Article 2, Fig.1), suggérant une augmentation du catabolisme de tout excès 
d’AR (ici en partie d’origine exogène) en des métabolites polaires pour élimination par les reins 
dans l’urine (Frolik et al. 1979).   
          RAR ; RXR Le traitement à l’AR chez la souris ob/ob a augmenté l’expression du 
récepteur nucléaire RAR dans le SF et diminué celle du récepteur RXR dans les SF et VF 
(Article 2, Fig.1). Ces profils «en ciseaux»  haut-RAR et bas-RXR sont reconnus pour inhiber 
l’adipogenèse et la différenciation des préadipocytes et pour réduire la différenciation des 
adipocytes adultes, contribuant ainsi à réduire les dépôts de gras (Berry et al. 2012b, Berry and 
Noy 2009, Berry et al. 2010, Ziouzenkova O. et al. 2007b). Cela est compatible avec notre 
observation  que l’AR a diminué significativement la taille des adipocytes dans le SF et le VF 
(Article 2, Fig. 5), (Manolescu et al. 2014). 
 
8.3.2. L’acide rétinoïque normalise les taux tissulaires de vitamine A (ROL et RE)  
Chez les souris ob/ob, la réserve hépatique de vitamine A (RE) était basse (Article 2, 
Fig.2D) alors que les concentrations de ROL et de RE étaient élevées dans le SF, le VF et dans 
les muscles, comparativement aux souris témoins en santé (Article2, Fig. 2). Ces concentrations 
élevées de vitamine A dans le SF, le VF et les SM, suggèrent une absorption augmentée de 




Fig.6A). Les concentrations diminuées de RE dans le foie de souris ob/ob suggèrent une 
hydrolyse augmentée des RE, associée à une plus grande sécrétion du complexe hépatique ROL-
RBP4 dans le sang. Cela expliquerait les concentrations sériques élevées de ROL et RBP4 
associées à l’obésité et la résistance à l’insuline (Manolescu et al. 2010, Yang et al. 
2005).Plusieurs études chez l’animal et chez l’humain ont démontré un ralentissement du 
métabolisme de la vitamine A dans le diabète (Rhee and Plutzky 2012). Chez des rats 
diabétiques, la disponibilité métabolique de la vitamine A est réduite (Tuitoek et al. 1996). Il 
semblerait que dans des conditions de résistance à l’insuline et de diabète, il y a une demande 
augmentée pour la vitamine A par les tissus périphériques, ce qui engendre une baisse des 
réserves de vitamine A (RE) dans le foie. Chez l’humain, des niveaux circulants élevés de RE 
ont également été observés chez des patients diabétiques comparativement à des sujets normaux 
(Wako et al. 1986). Il serait donc possible que la diminution des réserves de vitamine A (RE) 
dans le foie des souris ob/ob soit aussi due, en partie, à une sécrétion directe de RE dans le sang, 
en plus d’une sécrétion augmentée du complexe ROL-RBP4 par le foie. Dans notre laboratoire 
il avait  été démontré qu’un traitement à l’acide rétinoïque réduit le niveau de ROL sérique et 
rétablisse les réserves endogènes de vitamine A  (RE) dans le foie (Bhat and Lacroix 1986). 
Dans notre présente étude, les réserves diminuées de RE dans le foie des souris ob/ob se sont 
normalisées après traitement avec de l’AR (Article 2, Fig. 2D, Tableau 4). Cela est probablement 
dû à une diminution de besoins en vitamine A de tissus périphériques, puisque directement 
fournies par l’AR exogène. Cela aurait comme conséquence une diminution de la sécrétion 
hépatique du complexe ROL-RBP4 dans la circulation et donc une diminution de l’hydrolyse 
des RE dans le foie, permettant ainsi la reconstitution des réserves de RE hépatiques. Cela 
expliquerait la baisse des niveaux sériques de ROL et de RBP4 des souris ob/ob traitées avec de 
l’AR (Manolescu et al. 2010). Notre traitement à l’AR a amélioré l’homéostasie de la vitamine 
A, normalisant les concentrations de ROL dans les gras (SF ; VF) et les muscles (Article 2, Fig. 
2 A, B, C; Tableau 4). Ce traitement à l’AR a aussi normalisé les réserves de RE dans les muscles 
et dans le foie (Article 2, Fig. 2 C, D; Tableau 4), tout en les augmentant dans le SF et le VF 




8.3.3. L’acide rétinoïque normalise les taux de RBP4 du tissu adipeux et du foie  
Chez la souris ob/ob, nous avons observé des concentrations de RBP4 diminuées dans 
les tissus adipeux (SF, VF) et le foie comparativement aux souris témoins minces en santé 
(Article 2, Fig.3). Cela suggère une augmentation de la sécrétion hépatique du complexe ROL-
RBP4 dans le sang, mais également une augmentation de la sécrétion dans la circulation de 
l’adipokine RBP4 provenant du SF et du VF. Les deux sources contribuent ainsi aux niveaux 
élevés de RBP4 sériques observés dans l’obésité et le diabète (Manolescu et al. 2010, Yang et 
al. 2005). Le traitement à l’AR a augmenté les concentrations tissulaires de RBP4 dans le SF, 
le VF et dans le foie de souris ob/ob, près des valeurs normales de souris en santé (Article 2, 
Fig.3, Tableau 4). Cela est probablement dû à la diminution de la sécrétion dans le sang du 
complexe ROL-RBP4 hépatique et de l’adipokine RBP4 des tissus adipeux. Ceci est en accord 
avec nos observations démontrant que le traitement à l’AR  diminuait les niveaux sériques de 
ROL et de RBP4 (Tableau 4), et la RI chez des souris ob/ob (Manolescu et al. 2010).  De plus, 
le traitement à l’AR diminuait l’expression (mRNA) de la RBP4 dans les tissus adipeux, 
suggérant que la réduction de la RBP4 circulante est tributaire d’une synthèse et d’une sécrétion 











  SF VF Blood SM Liver 
 ROL (pmol/mg) 1.56 ± 0.07 1.70 ± 0.06 1.85 0.22 ± 0.03 10.72 ± 1.65 
Lean RE (pmol/mg) 1.16 ± 0.10 1.02 ± 0.12  0.19 ± 0.03 609.96 ± 30.16 
 RBP4 (pmol/mg) 0.95 ± 0.05 3.24 ± 0.44 1.18  7.15 ± 0.61 
 ROL (pmol/mg) 2.69 ± 0.10 2.31 ± 0.06 5.90 1.02 ± 0.09 11.41 ± 1.43 
ob/ob RE (pmol/mg) 2.95 ± 0.34 3.30 ± 0.24  0.40 ± 0.08 403.77 ± 27.55 
 RBP4 (pmol/mg) 0.33 ± 0.05 0.77 ± 0.17 2.43  3.98 ± 0.66 
 ROL (pmol/mg) 1.72 ± 0.06 1.84 ± 0.07 4.22 0.63 ± 0.03 12.13 ± 1.56 
ob/ob RE (pmol/mg) 5.71 ± 0.31 4.36 ± 0.30  0.18 ± 0.02 613.29 ± 30.37 







Tableau 4 : Dynamique de la vitamine A et RBP4 dans le sang et tissus des souris témoins 
minces et en santé, ob/ob et ob/ob + RA. Normalisations après traitement à l‘AR. Chiffres 





8.3.4. L’AR réduit l’hypertrophie adipocytaire dans les tissus adipeux SF et VF 
          Nos études chez la souris ob/ob ont démontré que le traitement à l’acide rétinoïque était 
associé à une baisse de 7,4 % du poids corporel chez les souris traitées comparativement aux 
souris non-traitées, après seize jours, (Manolescu et al. 2010) et à une réduction significative du 
diamètre des adipocytes des  SF et VF (Article 2, Fig.5), (Manolescu et al. 2014). La réduction 
de dimension des adipocytes dans les SF et VF, contribue, du moins en partie, à la diminution 
du poids corporel observée et à l’amélioration de la sensibilité à l’insuline (Manolescu et al. 
2010). Il avait été démontré que l’augmentation de la taille adipocytaire contribue à la résistance 
à l’insuline (Lundgren et al. 2007). D’autres équipes ont démontré que la perte de poids chez 
d’autres animaux, traités avec des doses d’AR plus grandes que la nôtre, était due à la diminution 
de l’adipogenèse, à l’augmentation de lipolyse et à l’augmentation du métabolisme énergétique 
et non pas à la perte d’appétit ou à un effet toxique (Bonet et al. 2012). Ceci est en accord avec 
nos profils d’expression (mRNA) dans le SF et le VF engendrés par notre traitement à l’AR 
(Article 2, Fig.1), pour certains gènes spécifiques au  métabolisme de la vitamine A (ex. : CRBP, 
RALDH, CRABP, RAR, RXR), gènes pouvant également co- participer à l’inhibition de 
l’adipogenèse, de la différenciation  adipocytaire et de l’accumulation de lipides (Frey and 
Vogel 2011). Les effets anti-obésité de l’AR sont modulés par ses récepteurs nucléaires 
spécifiques (RAR ; RXR) et ses hétéro-dimères (ex. : RAR-RXR, RXR-PPAR, RXR-TR), avec 
d’autres molécules participant au métabolisme énergétique (Berry and Noy 2009, Frey and 
Vogel 2011). Plusieurs études sur d’autres rongeurs ont démontré que des doses plus grandes 
d’AR ont la capacité d’augmenter la dépense énergétique non-cinétique (Bonet et al. 2013, 
Bonet et al. 2012, Mercader et al. 2006). Dans nos expériences, les souris ob/ob sont et restent 
léthargiques, sans différences notables - dans leurs réactions et réflexes moteurs - entre les souris 
ob/ob traitées et celles non-traitées à l’acide rétinoïque. D’autre part les réductions du poids 
corporel et des dimensions adipocytaires, que nous avons observées chez les souris ob/ob sous 
traitement à l’AR, sont survenues malgré un apport alimentaire similaire aux souris ob/ob non-
traitées (Manolescu et al. 2010). Ceci suggère une augmentation du métabolisme énergétique 
non-cinétique, autrement dit statique, sous traitement à l’AR, hypothèse corroborée par 
plusieurs études parallèles et ultérieures aux nôtres, mais avec des doses plus grandes d’AR, 




2012, Mercader et al. 2006). Les lois immuables de production d’énergie et d’utilisation des 
substrats énergétiques dans la bio-thermodynamique sont indépendantes de cages métaboliques. 
Elles nous enseignent que le corps a trois façons de produire et d’utiliser de l’énergie pour 
répondre à l’effort : les phosphagènes (ex. : ATP-adénosine triphosphate, créatine phosphate) 
en aérobie d’effort de courte durée, la glycolyse (utilisée en voie anaérobie, soit en déficit 
d’oxygène) et une lipolyse augmentée dans la voie aérobie d’effort de longue durée. Les 
substrats énergétiques dépensés dans les muscles sont donc spécifiques à chacune avec, pour 
une activité physique de courte durée (ex. sauter 10 sec.), de l’ATP dans les premières 1à 6 sec. 
pour démarrer, de la créatine phosphate ensuite pour soutenir l’effort initial, et du glucose pour 
un effort intense sur courte durée (10 sec. à 3 min.) avec 1 molécule de glucose produisant 
seulement 2 molécules d’ATP, de l’acide lactique et de la fatigue. C’est seulement pour un effort 
aérobie de longue durée (au-delà de 3 min) que le corps mobilise ses réserves d’acides gras et 
devient énergétiquement « rentable » avec 1 molécule de glucose donnant 36 d’ATP et 1 
molécule de gras donnant 130 d’ATP. Pour mieux comprendre ces aspects nous avons suivi 
deux autres formations, soit en kinésiologie et en actions-réactions motrices en gravité terrestre 
compensée (voir en annexes nos certifications par Énergie Cardio/ATARAXIA et par l’Agence 
Spatiale Canadienne). Même pour des personnes en bonne forme physique, il est difficile de 
déployer des efforts de grande intensité et de longue durée dans un petit espace et sans outils 
spécifiques (ex. : poids, vélo-stationnaire). Dans ces conditions, aucun mammifère obèse et 
diabétique ne peut déployer une activité physique d’intensité et durée suffisantes pour dépenser 
ses graisses. Impossible donc pour nos souris ob/ob qui équivalent à des humains hyper-obèses, 
malades et diabétiques. Leurs muscles sont atrophiés. Leurs réflexes moteurs - qu’ils ne peuvent 
pas bloquer par la volonté- manquent, même sous stimuli menaçant leur vie! Elles ne sont pas 
capables d’effort physique intense et long ! Donc, à ce stade, on n’a pas besoin de mesures de 
chaleur en cage métabolique, ni de vidéos 24h/24 pour documenter (à grands frais) la durée et 
l’intensité d’une activité physique qui… ne peut pas se produire! Une augmentation de leur 
métabolisme non-cinétique, donc statique, est plus probable. Dans nos études nous avons 
obtenu, validé et publié, des réductions significatives de poids corporel et dimensions 
adipocytaires, en utilisant une très petite dose d’AR (2µg/g poids corporel/jour) sur une courte 




8.3.5. L’AR influence deux gènes importants dans la genèse mitochondriale et le 
métabolisme du gras brun et beige : UCP1 et PGC-1α 
           L’AR est connu pour influencer directement l’expression de la protéine de découplage 
mitochondriale 1 (UCP1) via les éléments de réponse à l’acide rétinoïque (RARE) se trouvant 
sur le promoteur du gène UCP1 (Alvarez et al. 1995, Brun et al. 2013, Larose et al. 1996, 
Mercader et al. 2010). Nous avons donc évalué l’expression du PGC-1α et du UCP1, deux gènes 
essentiels dans la genèse mitochondriale et dans le métabolisme du gras brun/beige (Figure 19) 
(Austin and St-Pierre 2012, Bonet et al. 2013). Nous avons observé que l’expression (mRNA) 
des deux gènes, PGC-1α et UCP1, était significativement augmentée sous traitement à l’AR 
dans le SF et le VF (Article 2, Fig.4). Cela est en accord avec d’autres études, sur d’autres 
rongeurs, ayant observé que des doses plus grandes d’AR stimulent l’expression des PGC-1α et 












Figure 19. PGC-1α et UCP1 sont essentiels pour l’acquisition des gras brun et beige. 
(adapté de Bonet et al 2013 avec permission; disponible en libre accès, citation en original et adaptations Manolescu DC 2017  




Le PGC-1α et l’UCP1 sont deux protéines connues pour leur implication dans la genèse 
mitochondriale, l’oxydation d’acides gras, la thermogenèse et la dépense énergétique dans les 
tissus du gras brun ou beige (Figure19) (Bonet et al. 2013, Chen H. Y. et al. 2013). Il a été 
démontré que l’activation des RAR et RXR par l’AR augmentait l’expression (mRNA) des 
PGC-1α et UCP1 (Brun et al. 2013, Villarroya et al. 2004). Dans nos études, l’AR a diminué 
l’expression de la RALDH1 dans le SF (Article 2, Fig.1). La diminution de l’expression de la 
RALDH1 a déjà été associée à l’induction du gras brun ou beige (Frey and Vogel 2011, Kiefer 
et al. 2012). La diminution des RALDH1 augmente le RAL cellulaire pouvant également 
stimuler l’expression (mRNA) de  l’UCP1 dans le tissu gras blanc via l’activation des RAR  
(Frey and Vogel 2011, Kiefer et al. 2012). L’AR contrôle la maturation des adipocytes, et son 
transporteur cellulaire CRABP2 est réprimé durant la différenciation adipocytaire (Berry et al. 
2010). La capacité de l’AR à ralentir la différenciation des pré-adipocytes de souris a été 
démontrée (Dimaculangan et al. 1994),  mais seulement à des stades précoces et via la 
stimulation d’expression des RAR (Xue et al. 1996).  L’expression des UCP1 est une signature 
moléculaire spécifique pour le gras brun (BAT) (Chen H. Y. et al. 2013). Cependant, le gras 
beige (parfois appelé «brite») présent chez l’humain et la souris, peut exprimer le PGC-1α et 
l’UCP1, sous diverses stimulations, dont celle par l’AR (Figure 19) (Bonet et al. 2013, Bonet et 
al. 2012, Lidell et al. 2013, Lidell et al. 2014, Mercader et al. 2006, Wu J. et al. 2012). 
  
8.3.6. L’AR influence la morphologie du tissu adipeux, suggérant des caractéristiques de 
gras beige et/ou brun  
Chez nos souris ob/ob traitées à l’AR, l’étude histologique a démontré dans le SF et le 
VF (Article 2, Fig.5, Fig.6), un nombre augmenté d’adipocytes de petite taille et forme 
polygonale (Figure 20), morphologie reconnue du gras brun ou beige (Bachman et al. 2002, 
Mercader et al. 2006, van Marken Lichtenbelt et al. 2009, Wijers et al. 2009). Ayant besoin de 
plus d’oxygène, le gras brun est plus vascularisé que le gras blanc, avec plus de capillaires 
sanguins et de vaisseaux lymphatiques normaux (Kuroshima 1993). Nos coupes histologiques, 
ont également montré des signes précurseurs de développements capillaires (angiogenèse) dans 
les gras des souris traitées à l’AR (Article 2, Fig.5, Fig.6). Peut-être qu’une période plus longue 
de traitement et/ou une dose plus grande d’AR aurait pu renforcer ce phénotype vasculaire. 




pour le valider. Néanmoins, nos observations de morphologies adipocytaires après colorations 
à l’hématoxyline-éosine, sont compatibles avec d’autres études (Figure 20) ayant démontré la 
capacité de l’AR à promouvoir du gras beige (Bonet et al. 2012) ou à remodeler du gras blanc 
vers l’acquisition d’une morphologie de gras brun (Bonet et al. 2013, Mercader et al. 2006). De 
petites doses d’AR all-trans peuvent stimuler la maturation des pré-adipocytes chez les souris 
(Safonova et al. 1994a, Safonova et al. 1994b). D’autres molécules (ex. : PPAR ligands, des 
acides gras dérivés de lipolyse, BNP) ont également été démontrées capables de promouvoir du 
gras beige-brun dans le tissu adipeux blanc, mais la plupart d’entre elles dépendent des dimères 
de leurs récepteurs nucléaires avec le RXR ; donc ils ont besoin d’AR pour activer la 
composante RXR des dimères (Brun et al. 2013, Villarroya et al. 1999, Villarroya et al. 2004). 
L’ANP et le BNP ont été décrits comme des hormones cardiaques, capables d’induire du gras 
brun-beige (Bordicchia et al. 2012, Whittle and Vidal-Puig 2012). Dans nos études, le traitement 
à l’AR à petite dose  a augmenté l’expression (mRNA) de l’ANP et du BNP dans les 
cardiomyocytes (Manolescu et al. 2014). On avait  observé chez les souris qui surexpriment le 
BNP une diminution du gras corporel et une lipolyse augmentée (Miyashita et al. 2009). 
L’exposition au froid stimule les gras brun et blanc via la norépinephrine qui se lie aux 
récepteurs bêta-adrénergiques et provoque l’hydrolyse des triglycérides en acides gras libres et 
glycérol (Kuroshima 1993). Dans les adipocytes bruns, les acides gras sont oxydés directement 
et rapidement sous l’influence de la protéine UCP1, produisant de la chaleur, mais pas de l’ATP. 
Ceci fait partie d’un processus nommé thermogenèse sans frissonnements « non-shivering 
thermogenesis » (Kuroshima 1993). La signalisation  bêta-adrénergique est aussi activée par la 
thermogenèse alimentaire (post-repas) (Bachman et al. 2002). Les mammifères arctiques 
possèdent la plus grande quantité de gras brun et utilisent la thermogenèse pour s’adapter au 
froid. Ce sont également les animaux qui accumulent le plus de vitamine A dans leur foie (Senoo 
et al. 2012). L’AR dérivé de la vitamine A est reconnu pour son implication dans la 
différenciation  et la maturation cellulaires et pourrait guider la transformation de pré-adipocytes 
en adipocytes  beige-bruns au lieu de blancs (Mercader et al. 2006). Stimulé par le froid, le gras 
beige-brun contribue davantage à augmenter le métabolisme au repos (Bonet et al. 2013, 
Mercader et al. 2006). Dans notre étude nous n’avons pas exposé nos souris au froid pour 
stimuler davantage leur gras brun, mais le gras brun possède déjà un métabolisme oxydatif au 




D’autres équipes ont démontré  que des doses plus grandes d’AR peuvent induire la formation 
de gras brun-beige chez d’autres rongeurs (Figure 20B) et également augmenter le métabolisme 
oxydatif dans les adipocytes matures (Bonet et al. 2012, Mercader et al. 2007, Mercader et al. 
2006). Dans notre étude, nous avons utilisé une dose d’AR parmi les plus petites  (2µg/g corps) 
pour une période de temps parmi les plus courtes, seulement seize jours (Bonet et al. 2012). Elle 
fut intégralement assimilée car l’AR est très vite absorbé au contact des muqueuses; l’appétit 
était bon et aucun signe clinique (ex.: vomissements, dyspepsie, diarrhée, ballonnements, gaz) 
n’indique un quelconque risque de nourriture non-absorbée. Lors d’études de 
pharmacocinétique chez l’humain, il est important de commencer avec une petite dose d’AR, 



















Figure 20. Comparaisons des gras +RA et véhicules vs des gras blanc et brun natifs. 
A) Gras bruns et blancs, B) Gras+RA/50mg/Kg et C) Gras+RA/2mg/Kg vs véhicules 
       A-van Marken Lichtenberg 2009, B-Mercader 2006, C-Manolescu et al 2010, 2014, 2017 




8.3.7. L’AR stimule l’accumulation d’acides gras non-saturés dans les tissus adipeux   
Dans le processus d’extraction de rétinoïdes pour leur analyse subséquente par HPLC, 
nous avons traité des tissus adipeux (SF et VF) avec des solvants organiques (ex : 
butanol/acétonitrile), libérant ainsi en solution les divers acides gras (FA, « fatty acids ») 
contenus. Après douze heures dans le congélateur à -20ºC, nous avons observé une légère 
séparation dans nos échantillons provenant des souris ob/ob traitées à l’AR, en deux phases 
d’agrégation: l’une liquide en surface et l’autre solide au fond. Les échantillons lipidiques 
provenant des souris ob/ob non traitées à l’AR étaient, eux, solides à -20ºC. Les échantillons 
provenant des souris témoins en santé étaient majoritairement solidifiés, certains avec une très 
mince couche plus fluide en surface. A la température ambiante de la pièce (24ºC) les trois types 
d’échantillons (souris en santé, ob/ob et ob/ob AR +), étaient liquides.   
 L’apparition d’un surnageant liquide huileux - seulement en surface des échantillons 
des souris ob/ob traitées à l’AR - indique une présence plus importante d’acides gras non saturés 
(UFA, « unsaturated fatty acids »), les seuls qui restent en phase d’agrégation liquide même 
lorsque la température ambiante baisse en deçà de 0ºC. Les acides gras saturés (SFA, « saturated 
fatty acids »), quant à eux, changent de phase d’agrégation en devenant solides avec la baisse 
de la température vers 0ºC, selon la loi universelle de la chimie-physique appelée point de fusion 
spécifique. Un mélange de deux types d’acides gras (SFA et UFA), liquide à la température 
ambiante, se séparera en deux phases par exposition à -20ºC, l’une solide en bas et l’autre liquide 
en haut respectivement. C’est une cryoséparation, (voir diagramme plus bas). Une phase liquide 
à -20ºC, nous permet déjà d’affirmer que notre traitement à l’AR stimule l’accumulation 
d’acides gras polyinsaturés (PUFA) dans les tissus adipeux. Car seulement les PUFA ont un 
point de fusion si bas. Par exemple l’acide α-oléique de type O3/C18:1-cis, puisque son point 
de fusion (-32ºC) est plus bas que -20ºC. Pour doublement confirmer par mesure directe les 
types des PUFA, il faudra les analyser par HPLC. La littérature nous indique que les UFA/PUFA 
et les acides gras a longue chaîne sont plus présents dans les BAT que dans le WAT (Townsend 
KL et al 2014, Roberts JL et al 1986, Laukola S. et al 1980). Il s’en suit que notre présente 
observation de cryoséparation est un argument de plus qui, avec nos indices histologiques (ex.: 
morphologie et taille adipocytaires, angiogenèse) et génomiques (surexpression des PGC1α et 




On pourrait même spéculer sur les mécanismes par lesquels l’AR arrive à stimuler 
l’accumulation des UFA (PUFA) dans les tissus adipeux. À la différence des WAT qui ont une 
oxydation interne des FA quasi inexistante, dans le BAT nous trouvons plusieurs  processus qui 
influencent les valeurs des ratios UFA/SFA, soit : la captation via des enzymes LPL 
membranaires des adipocytes qui hydrolysent les triglycérides (TG) de la circulation en acides 
gras libres (FFA) et mono-acyl-glycérol (MA), la lipogenèse de-novo (conclue par une phase de 
désaturation des FA), la lipolyse, l’oxydation et même une autophagie augmentée (Calderon-
Dominguez M et al. 2015, 2016, Martinez-Lopez et al. 2016, Lladò I et al. 1997, Groscolas 
R.1997). On pourrait donc spéculer sur l’influence de l’AR sur l’un, deux ou même tous ces 
processus, dans le sens d’une accumulation des PUFA dans les tissus adipeux. Ainsi, un scénario 
d’optimisation pour augmenter cette quantité des UFA, serait que l’AR augmente l’expression 
et l’efficacité des LPL adipocytaires pour une absorption sélective des UFA circulants, qu’il 
stimule l’expression et/ou l’activité de plusieurs désaturases ou encore qu’il va stimuler la 
lipolyse et même une autophagie et une oxydation prioritaires des SFA. La résultante serra 
l’augmentation du rapport UFA(PUFA)/SFA dans les tissus adipeux. Voilà des axes de 
recherche valables pour la recherche biomoléculaire spécialisée (réductive), obtenus par 










 Diagramme de la dilatation et points de fusion des acides gras selon la température 





8.3.8. L’AR pourrait influencer l’activité d‘autophagie dans les tissus adipeux  
Dans nos études histologiques, nous avons identifié parfois des amas de granules 
ressemblant aux granules autophagiques. C’est une hypothèse en marge de nos études. Nous 
avons trouvé moins de ces granules dans les adipocytes hypertrophiés du SF et du VF de souris 
ob/ob, comparativement aux souris témoins minces et en santé (Article 2, Fig.6B). Le traitement 
à l’AR semble avoir augmenté les agglomérations de ces granules possiblement autophagiques 
dans le SF et le VF des souris ob/ob (Article 2, Fig. 5, Fig.6B) en association avec la réduction 
de l’hypertrophie adipocytaire (Article 2, Fig. 5A et B), du poids corporel et de la résistance à 
l’insuline (Manolescu et al. 2014, Manolescu et al. 2010). Il est possible que le traitement à l’AR 
puisse avoir une influence bénéfique pour rééquilibrer l’activité autophagique de tissus gras des 
souris ob/ob, vers son profil observé dans les souris témoins minces et en santé. L’autophagie 
est un processus catabolique lysosomal intracellulaire, préservé à l’échelle évolutive pour 
recycler les organelles cellulaires endommagés (on l’appelle alors autophagie constitutive) ou 
pour mobiliser des nutriments intracellulaires pour satisfaire des besoins en énergie (on l’appelle 
alors autophagie adaptative) lors de périodes de jeûne  ou de pénurie alimentaire (Kim K. H. 
and Lee 2014). L’autophagie est aussi impliquée dans l’homéostasie énergétique de l’organisme 
au niveau cellulaire. Dans les tissus adipeux, les triglycérides des vacuoles lipidiques, peuvent 
être brisés par hydrolyse par les lipases cytosoliques, mais aussi par des lipases lysosomales via 
un processus autophagique nommé « lipophagie» (Singh et al. 2009, Skop et al. 2012). Trois 
formes d’autophagie, qui se complètent les unes les autres, ont été décrites à ce jour : la macro-
autophagie, la micro-autophagie et l’autophagie médiée par des chaperons (Kim K. H. and Lee 
2014). L’AR peut promouvoir la maturation des autophagosomes et influencer la macro-
autophagie par des mécanismes indépendants de ses récepteurs nucléaires RAR et RXR 
(Rajawat et al. 2010). L’AR peut aussi stimuler l’autophagie médiée par des chaperons (CMA) 
par activation de ses récepteurs nucléaires RAR (Anguiano et al. 2013). L’obésité a été associée 
à diverses dérégulations autophagiques dans un état inflammatoire chronique, la résistance à 
l’insuline et le diabète (Kim K. H. and Lee 2014, Koga et al. 2010, Stienstra et al. 2014). Les 
mécanismes sous-jacents ne sont pas encore complètement compris. Chez l’humain, l’obésité et 
le diabète ont été associés à une autophagie augmentée (Jansen et al. 2012, Kovsan et al. 2011). 




et est associée à de l’inflammation et à de l’hypertrophie adipocytaire (Yoshizaki et al. 2012). 
L’autophagie est plus présente dans le gras brun que dans le gras blanc et elle est davantage 



































Figure 21. L’autophagie est présente plus dans le BAT et elle est stimulée par le froid 
adapté de Martinez-Lopez et al. 2016; disponible en  libre accès, citation en original sans préjudices aux droits 
d’auteurs; conforme politique FESP-Université de Montréal; CNS-système nerveux central, BAT- tissue adipeux brun, 
LD-goutellette  lipidique, LC3-autophagosome, POMC-proopiomelanocortine; liste complète des acronymes d’intérêt 




8.4. La réduction de la résistance à l’insuline par l’AR ; résultante de carrefour entre le 
métabolisme de la vitamine A et le métabolisme énergétique 
  Le traitement à l’AR réduit de 7,4% le poids corporel des souris ob/ob traitées 
comparativement à celles non traitées, malgré des apports alimentaires, réactions et réflexes 
moteurs semblables dans les deux groupes (Article 1, Fig.1) (Manolescu et al. 2010). Ceci 
suggère une amélioration des éléments du métabolisme énergétique non-cinétique de repos 
(possiblement la thermogenèse alimentaire ou l’autophagie associée au gras brun). Le traitement 
à l’AR est associé à un profil d’expression de récepteurs nucléaires (ex.: RAR↑, RXR↓) (Article 
2, Fig.1) reconnu pour être associé à une adipogenèse réduite (Berry et al. 2012b, 
Ziouzenkova O et al. 2007a). Il est également associé à une augmentation de l’expression 
(mRNA) de gènes PGC1α↑, UCP1↑ (Article 2, Fig.4) traditionnellement associés à une 
augmentation de la genèse mitochondriale, de  la capacité thermogénique, de la thermogenèse 
par transport de protons et de la lipolyse (Mercader et al. 2010), ainsi qu’à des adipocytes de 
petite taille dans les gras sous-cutané et viscéral (Article 2, Fig.5) et (Article.3, Fig.2) 
(Manolescu et al. 2014). Impliqués dans la genèse mitochondriale, le PGC1α et d’autres gènes 
qui en dépendent  sont réprimés dans le diabète (Mootha et al. 2003, Patti et al. 2003). Les gènes 
des UCP (« uncoupleing protéines ») qui sont naturellement exprimés dans le tissu adipeux brun 
(BAT), présent surtout dans le gras sous-cutané, sont impliqués dans la thermogenèse adaptative 
et alimentaire. Notre traitement à l’AR induit l’expression des gènes UCP1 dans le gras sous-
cutané et viscéral de souris, tel que confirmé par d’autres études aussi (Mercader et al. 2010, 
Mercader et al. 2006). Il est donc possible que du gras de type brun ait été produit dans ces tissus 
adipeux, par le traitement avec de l’acide rétinoïque. Il existe deux types de tissus gras qui 
expriment les UCP : le tissu adipeux brun et le tissu adipeux beige (développé à partir du tissu 
adipeux blanc). Il existe une controverse quant à l’origine du tissu adipeux beige, à savoir s’il 
provient de pré-adipocytes blancs ou d’ adipocytes blancs matures (Rosen and MacDougald 
2006), mais au-delà de ça, l’induction de gras beige dans le tissu adipeux blanc représente une 
voie attrayante pour diminuer l’obésité et prévenir les maladies associées (Bonet et al. 2013). 
Le traitement à l’AR, est associé à une réduction du ROL dans le gras sous-cutané, viscéral et 
dans les muscles, et à une augmentation des RE dans le foie (Article 2, Fig.2). Il est également 
associé à une augmentation de l’expression (mRNA) d’au moins un cytochrome CYP (A ou B), 




les besoins des tissus périphériques en AR sont (du moins en partie) directement comblés par 
l’AR exogène. Le traitement à l’AR diminue la demande de tissus périphérique pour les réserves 
hépatiques de vitamine A (RE). Il s’ensuit une baisse de la mobilisation subséquente des RE, 
ainsi que de la sécrétion hépatique de ROL-RBP4 dans le sang. En conséquence, les réserves 
hépatiques de vitamine A (RE) sont normalisées (Article 2, Fig. 2D). L’expression réduite 
(mRNA) de l’adipokine RBP4 autant dans le SF que dans le VF, (Article 2, Fig. 1), suggère une 
diminution de la synthése et de sécrétion de cette adipokine dans le sang. Il est donc suggéré 
qu’une baisse de la concentration sérique de la RBP4 (d’origine hépatique et adipeuse), la 
réduction du poids corporel et de l’adipogenèse, ensemble avec une augmentation d’expression 
de gènes impliqués dans la genèse mitochondriale, la thermogenèse et la lipolyse, contribuent 
globalement à la diminution de la résistance à l’insuline et à l’amélioration de la tolérance au 
glucose chez la souris diabétique ob/ob. Ainsi, toutes nos observations depuis 2008 sont 
compatibles avec un rôle potentiel des rétinoïdes dans l’obésité et le diabète, étant donné leur 
implication dans l’adipogenèse, la lipolyse, la différenciation adipocytaire et le métabolisme 
énergétique (Bonet et al. 2013, Bonet et al. 2012, Mercader et al. 2006). A partir de la littérature, 
nous avons schématisé le métabolisme cellulaire des rétinoïdes et leurs impacts sur le tissu 
adipeux (Article 2, Fig.6).  
8.5. Le potentiel cardio-protecteur de l’AR chez la souris diabétique ob/ob 
         La souris ob/ob est un modèle animal déficient en leptine (Lep -/-), qui se caractérise par 
de l’obésité, une résistance à l’insuline, une hyperinsulinémie et une hyperglycémie sévères  
(Mazumder et al. 2004). Ces souris développent avec le temps des dysfonctions cardiaques 
(Schmieder and Messerli 1987,Van den Bergh et al. 2008), associées à une réduction de la 
synthèse du BNP (Bartels et al. 2010), de l’accumulation de collagène dans le cœur, et à une 
apoptose des cardiomyocytes (Tamura et al. 2000). L’accumulation de collagène, menant à la 
fibrose, est reconnue pour augmenter les risques de dysfonctions cardiaques.  Nos travaux, ont 
démontré que notre traitement spécifique à l’AR chez les souris ob/ob, prévient la fibrose et 
l’accumulation de collagène dans le cœur, ainsi que l’apoptose de cardiomyocytes. De plus, ces 
effets de l’AR sont associés à une diminution du poids corporel et une amélioration significative 
du métabolisme du glucose (Manolescu et al. 2010). Chez la souris ob/ob âgée de douze 




Le traitement avec AR a diminué le gain pondéral (7.4% en moins; p < 0.05; le jour 16) 
comparativement aux souris ob/ob non-traitées. Cet effet est dû, au moins en partie, à la 
réduction de la taille des adipocytes (SF, VF) et donc de matière grasse (Article 2, Fig.5)  
(Manolescu et al. 2014). Cela fut associé à une diminution de la glycémie de base, indiquant 
une amélioration dans le métabolisme du glucose (Manolescu et al. 2014, Manolescu et al. 
2010). Cela confirme nos observations antérieures à l’effet que le traitement à l’AR améliore la 
sensibilité à l’insuline et la tolérance au glucose chez les souris ob/ob (Manolescu et al. 2010). 
La réduction du poids corporel et de la taille des adipocytes ont été observées sans changements 
significatifs dans la consommation alimentaire ou les réflexes locomoteurs, comparativement 
aux souris non-traitées, ce qui suggère une influence de l’AR dans l’amélioration du 
métabolisme énergétique. Récemment, il a été démontré que les hormones cardiaques ANP et 
BNP peuvent aussi influencer le métabolisme de gras brun (Whittle and Vidal-Puig 2012). Elles 
ont également été trouvées actives sur plusieurs axes (ex.:  cGMP/PKG/p38MAPK, PGC-1, 
UCP1) pouvant induire la formation de gras beige/brun à partir du gras blanc humain et murin 
(Bonet et al. 2013, Bordicchia et al.2012). Ceci suggère que le cœur peut jouer un rôle important 
dans la biologie du tissu adipeux. Cette observation est en accord avec le fait que des souris 
transgéniques surexprimant le BNP, restent maigres malgré une diète riche en gras (HFD « high 
fat diet »), probablement à cause d’une masse adipeuse réduite par une lipolyse augmentée sous 
l’influence du BNP (Miyashita et al. 2009). De plus, il a été observé chez des rongeurs obèses, 
que l’AR augmente la lipolyse, diminue la masse grasse et augmente la sensibilité à l’insuline 
(Bonet et al. 2012). Une diminution du gras est aussi associée à une diminution de la résistance 
à l’insuline (Lundgren et al. 2007). L’équipe de Berry et al a observé que l’AR supprime 
l’adipogenèse et diminue l’obésité (Berry et al. 2012b). D’autres auteurs ont démontré que 
l’adipogenèse est influencée par la production endogène d’AR catalysée par les enzymes 
RALDH1 (Reichert et al. 2011). Ils ont également démontré qu’un traitement avec de l’AR chez 
des souris C57/BL6 inhibe par rétroaction les enzymes RALDH1, tout en diminuant la 
formation de la masse grasse (Reichert et al. 2011). Nos études sur le cœur ont également 
démontré une diminution de la RALDH1 chez les souris ob/ob traitées à l’AR (Manolescu et al. 
2014). Toutefois la signification et la caractérisation d’un potentiel mécanisme de rétroaction 
dans le cœur restent encore à être démontrées. Le niveau de peptides natriurétiques (ANP ; BNP) 




et de diabète, autant chez la souris que chez l’humain (Moro et al. 2004, Moro 2013). La BNP 
est généralement connue comme une hormone cardioprotectrice, qui prévient l’hypertrophie, la 
fibrose et l’apoptose des cardiomyocytes (Tamura et al. 2000). Dans nos études, nous avons 
observé que l’expression diminuée de la BNP dans les cœurs des souris ob/ob était normalisée 
par  notre traitement spécifique à l’AR (Manolescu et al. 2014). Cet effet bénéfique est aussi 
appuyé  par une étude ultérieure de nos collaborateurs de l’équipe Gutkowska Y, qui démontre 
que l’augmentation des concentrations sanguines de BNP est associée à une réduction 
significative de l’obésité, de l’intolérance au glucose et de la résistance à l’insuline chez la souris 
db/db (Plante et al. 2014b). Leur traitement avec BNP a diminué l’accumulation de gras et les 
dimensions des adipocytes, de concert avec une diminution de poids et une augmentation de la 
sensibilité à l’insuline et de la tolérance au glucose (Plante et al. 2014b). Il a aussi été observé 
que le traitement avec BNP induit la formation d’adipocytes de type brun, qui expriment 
l’UCP1, une protéine impliquée dans la dissipation de l’énergie cellulaire sous forme de chaleur 
(Plante et al. 2014b). L’effet cardio-protecteur de la BNP se manifeste également par l’inhibition 
de l’apoptose des cardiomyocytes, l’inhibition de la fibrose cardiaque et de l’hypertrophie du 
cœur, ainsi que par la normalisation des enzymes AMPK et eNOS dans le cœur (Plante et al. 
2014b). L’activité anti-fibrotique de la BNP est aussi appuyée par le fait que la fibrose cardiaque 
est un phénotype dominant chez les souris transgéniques avec BNP invalidé (KO) (Tamura et 
al. 2000). L’effet bénéfique d’un traitement à l’AR contre la fibrose cardiaque, a aussi été 
rapporté chez des rats hypertendus (Lü et al. 2003), dans l’infarctus expérimental du myocarde 
(Paiva et al. 2005), et chez des rats avec insuffisance de la valve aortique (Choudhary et al. 
2008b). De plus, la prolifération des fibroblastes cardiaques induite par l’angiotensine-II et la 
synthèse de collagène, est inhibée par un traitement à l’AR (He et al. 2006), indiquant qu’une 
signalisation modulée par l’AR est impliquée dans la régulation de la fibrose cardiaque. Dans 
le cœur adulte, il a été démontré que le facteur de transcription GATA4 produit des effets anti-
fibrotiques et anti-apoptotiques (Huang et al. 2008) par la stimulation de la production des ANP, 
BNP et Bcl-2. La réduction de la protéine GATA4 dans le cœur des souris ob/ob (Manolescu et 
al. 2014) a également été observée dans d’autres modèles de diabète, incluant les souris db/db 
et des rats traités avec de la streptozotocin (Kobayashi S. et al. 2007). La diminution de GATA4 
est suggérée comme étant une conséquence d’hyperglycémies (Kobayashi S. et al. 2007). Dans 




normalisé la concentration de protéine GATA4 dans le cœur et augmenté la synthèse des 
peptides dépendants, y compris la BNP et la Bcl-2 (Manolescu et al. 2014). L’AR a 
favorablement influencé des gènes impliqués dans la régulation de l’apoptose dans les 
cardiomyocytes. Ainsi la protéine anti-apoptotique Bcl-xl était diminuée (WB) chez la souris 
ob/ob, une situation qui fut corrigée par le traitement à l’AR (Article 3, Fig.5A). Une sous-
expression (mRNA) du gène de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 a également été observée 
chez les souris ob/ob (Article 3, Fig.5B) comparativement aux témoins, alors que l’expression 
(mRNA) du gène de la protéine pro-apoptotique Bax restait inchangée (Article 3, Fig.5C). Le 
traitement à l’AR était associé à une diminution du ratio des expressions Bax (pro-apoptotique) 
/ Bcl-2(anti-apoptotique) (Article 3, Fig.5D), ratio qui était élevé chez les souris ob/ob par 
rapport aux souris témoins minces. De plus la Pro-Caspase-3 et Cleaved-Caspase-3, deux autres 
protéines pro-apoptotiques, qu’on retrouvait à teneurs élevées (WB) chez les souris ob/ob par 
rapport aux témoins, ont été diminuées par l’AR (Article 3, Fig. 5E, 5F). La diminution du 
collagène et de l’apoptose dans les cœurs des souris ob/ob traitées à l’AR est donc compatible 
avec une synthèse augmentée de GATA4 et d’autres gènes cardio-protecteurs dépendants 
(Manolescu et al. 2014). Ce rôle protecteur anti-apoptotique du GATA4 est appuyé par le fait 
que GATA4 prévient le remodelage pathologique du cœur suite à l’infarctus de myocarde chez 
des rats (Rysä et al. 2010). Il a également été démontré que l’AR peut directement augmenter la 
synthèse de GATA4 (Arceci et al. 1993), qui est impliqué dans la synthèse ultérieure de 
protéines dépendantes du GATA-4 ayant un rôle préventif anti-fibrotique et anti-apoptotique 
dans le cœur. Le traitement à l’AR était également associé à la normalisation de l’expression 
(mRNA) de l’OT et de l’OTR, qui étaient diminuées dans les cœurs des souris diabétiques ob/ob 
(Manolescu et al. 2014). Ceci est en accord avec un traitement à l’AR, qui a provoqué une 
augmentation significative de l’ocytocine (OT) autant au niveau de l’expression génique qu’au 
niveau protéique dans le cœur de rats (Jankowski et al. 2004). Des analyses cellulaires, ont 
démontré que le GATA4 co-participe à la différenciation des cardiomyocytes stimulée par l’OT 
via une cascade de signalisation dépendante de l’AR (Jankowski et al. 2004). Cela est 
complémentaire avec la présence des éléments de réponse au GATA4, sur le promoteur du gène 
OTR (Uchida et al. 2007). Certaines études ont démontré que l’OT diminue l’obésité (Deblon 
et al. 2011, Zhang G. and Cai 2011), et que des rats obèses traités avec l’OT ont développé des 




traitement à l’AR entraine une augmentation de l’expression de l’OT dans le cœur des souris 
ob/ob, et procure ainsi un effet cardio-protecteur. En effet l’ocytocine augmente les marqueurs 
antioxydants (Szeto A. et al. 2008), active les canaux mitochondriaux K+ATP (Alizadeh et al. 
2010), diminue la mort cellulaire via la voie de signalisation PI3K/Akt (Kobayashi H. et al. 
2009), stimule la production d’oxyde nitrique (NO) (Danalache et al. 2007), stimule la 
protection anti-inflammatoire (Jankowski et al. 2010a) et stimule la production des peptides 
natriurétiques ANP et BNP (Gutkowska et al. 1997). Il a été démontré que l’ocytocine active 
dans le muscle cardiaque des voies de signalisation sensibles à l’insuline (Florian et al. 2010).  
Alors l’ocytocine stimulée par notre traitement à l’AR, pourrait à son tour stimuler l’absorption 
de glucose et contribuer ainsi à l’amélioration de la tolérance au glucose de nos souris ob/ob. 
Un autre stimulateur de la voie de signalisation  cGMP/PKG,  l’oxyde nitrique (NO), produit 
principalement dans le cœur sous l’effet de l’enzyme eNOS, est impliqué dans le bon 
fonctionnement du système cardiovasculaire (Ignarro et al. 1999). Nos études démontrent que 
l’expression de l’eNOS est réduite chez la souris ob/ob  et est corrigée par notre traitement à 
l’AR (Manolescu et al. 2014). Il a été démontré que l’AR augmente la production de NO dans 
des cellules endothéliales, par la phosphorylation de l’eNOS, via la voie de signalisation 
(PI3K/Akt) dépendante des RAR, jouant ainsi un rôle bénéfique pour l’endothélium vasculaire 
(Uruno et al. 2005). Ceci est hautement bénéfique si nous tenons compte du fait  que l’activité 
de la voie de signalisation PI3K/Akt dépendante du RAR, est diminuée chez les souris ob/ob 
(Trivedi et al. 2008).  
9. Limites 
Sur l’axe de cardio-protection, nos études démontrent que l’acide rétinoïque pourrait 
avoir une action cardiaque directe, puisqu’il a augmenté l’expression de l’ANP et du BNP. 
Néanmoins, nous n’avons pas investigué l’aspect fonctionnel des récepteurs de l’acide 
rétinoïque (RAR ; RXR) dans le cœur. Dans ce sens, la piste des hétéro-dimères RAR-RXR se 
trouvant sur les promoteurs des gènes OTR, ANP et BNP est à explorer (Reichert et al. 2011). 
Nous avons démontré que le traitement à l’AR, chez des souris obèses et diabétiques 
ob/ob, diminue le ROL et la RBP4 sériques, la résistance à l’insuline, l’intolérance au glucose, 
la glycémie et le poids corporel sans diminuer l’appétit (Manolescu et al. 2010). Il diminue 




2015). La perte de masse grasse - en conditions d’apport alimentaire et des réflexes moteurs 
similaires chez les animaux traités et non-traités - suggère une amélioration du métabolisme 
énergétique. Cependant, nous n’avons pas quantifié et détaillé par type les dépenses 
énergétiques (ex.: métabolisme de base, thermogenèse, autophagie, réflexes pilomoteurs ou 
autre activité motrice soit-elle minimale) afin d’évaluer leurs contributions par jour à la perte de 
poids corporel et à la réduction de la masse grasse obtenues. Pour cela nous aurions eu besoin 
du budget nécéssaire pour approfondir les investigations. Néanmoins, des groupes parallèles au 
nôtre, cités dans la revue experte en la matière de Bonet et al en 2012,  indiquent que les 
rétinoïdes, dont l’AR injecté en doses plus grandes que la nôtre, réduisent le gras corporel chez 
d’autres rongeurs que les ob/ob, stimulent l’activité mitochondriale et augmentent la dépense 
énergétique (Bonet et al. 2013, Bonet et al. 2012, Mercader et al. 2006). Nous avons trouvé 
augmentée l’expression (mRNA) des gènes PGC1α et UCP1 qui jouent un rôle important pour 
la genèse mitochondriale (Austin and St-Pierre 2012) et le métabolisme énergétique dans le gras 
beige/brun (Chen H. Y. et al. 2013). Pour mieux caractériser l’existence, les dimensions et la 
fonctionnalité des tissus adipeux beige/bruns, les PGC1α, UCP1 et autres gènes spécifiques, 
pourraient être mesurés au niveau protéique (Western Blot, immunohistochimie) également. 
Dans nos coupes histologiques, nous avons trouvé des signes précurseurs des 
infiltrations de vaisseaux capillaires (angiogenèse) (Art.2 Fig.5 ; Fig.6) dans le gras des souris 
traitées avec AR. Nous avons trouvé aussi des adipocytes de petite taille et forme polygonale 
(Art.2 Fig.5 ; Fig.6) caractéristiques du BAT. Cependant pour mieux investiguer d’éventuels 
développements de vaisseaux capillaires (angiogenèse), des analyses par immunofluorescence 
devraient être faites.Toutefois, au niveau des colorations tissulaires avec l’hématoxyline-éosine, 
la littérature montre des images similaires aux nôtres (Figure 20) pour les distinctions 
morphologiques entre le gras blanc (WAT) et le gras beige-brun (BAT) (Bachman et al. 2002, 
Mercader et al. 2006). Le remodelage est à l’étude dans le gras blanc (WAT) et le gras 
beige/brun (BAT) (Lee and Cowan 2014) pour voir s’ils proviennent des préadipocytes 
beiges/bruns spécifiques, de myoblastes (Saely et al. 2012) ou même, par trans-différenciation, 
des adypocites blancs matures aussi (Rosen and MacDougald 2006). Nos études sont limitées 
et ne peuvent pas répondre de façon définitive à ces questions. 
 Nous avons remarqué (par cryoséparation à -20ºC au congélateur) une présence accrue 




systémique ceci est un argument de plus qui, avec nos indices histologiques (ex. : morphologie 
et taille adipocytaires, angiogenèse) et génomiques (surexpression des PGC1α et UCP1), appuie 
le fait que l’AR stimule la formation de BAT. Pour identifier le type exact d’acides gras PUFA, 
il faudra les analyser par HPLC.  
 Dans nos études histologiques, nous avons variablement observé des amas de granules 
qui ressemblent aux granules autophagiques, dans le gras des souris en santé, ob/ob et ob/ob 
traitées à l’AR. Cela dépasse les objectifs de nos études mais pourrait être intéressant à explorer 
par d’autres chercheurs.   
 
10. Conclusions 
Nous avons travaillé sur des souris ob/ob femelles, hyperphagiques et caractérisées par 
de l’obésité avec hypertrophie adipocytaire, résistance à l’insuline et intolérance au glucose, 
caractéristiques similaires au diabète de type 2 chez l’humain. A notre connaissance nous avons 
démontré pour la première fois (de manière contextuelle et intégrée), qu’elles ont aussi un 
métabolisme général de la vitamine A perturbé, avec des niveaux hépatiques de vitamine A (RE) 
diminués et des concentrations de vitamine A (ROL; RE) augmentées dans les adipocytes (SF; 
VF), les muscles (SM) et dans le sang (ROL), ainsi que par des concentrations de RBP4 
diminuées dans le foie et les tissus adipeux, mais augmentées dans la circulation.  
Notre travail démontre également, pour la première fois dans ces contextes et chez ce 
type de souris sévèrement obèses et hyper-glycémiques (≥ 20 mmol/L), qu’un traitement oral 
avec une petite dose d’AR (2μg / gc / jour), pour une durée relativement courte (16 jours), 
diminue les concentrations circulantes de ROL et de RBP4, contribuant ainsi à diminuer la 
résistance à l’insuline, l’intolérance au glucose et l’hyperglycémie. Ce traitement normalise 
également les réserves hépatiques de vitamine A (RE) et les concentrations de vitamine A (ROL 
; RE) dans les adipocytes (SF ; VF) et les muscles (SM) ainsi que les concentrations de RBP4 
dans le foie et les tissus adipeux. Il améliore donc significativement, toujours chez les souris 
ob/ob, la sensibilité à l’insuline et l’homéostasie du glucose et de la vitamine A.  Notre 
traitement à l’AR diminue également leur poids corporel et l’obésité avec une diminution de la 
taille des adipocytes dans le gras sous-cutané et viscéral, sans altérer de façon significative les 




Dans notre étude nous avons aussi démontré pour la première fois dans ce montage, 
qu’un traitement oral avec une petite dose d’AR (2μg / gc / jour), chez des souris ob/ob femelles, 
pour une période de temps relativement courte (16 jours), influence de manière tissu-spécifique 
les expressions des gènes du métabolisme des rétinoïdes. Ceci contribue probablement à la 
normalisation des concentrations de vitamine A, observées dans les tissus adipeux, les muscles 
et le foie, améliorant ainsi son homéostasie. Ce profil génique comprend une réduction, dans le 
tissu adipeux sous-cutané et viscéral, de l’expression de la RBP4 qui contribuait à la résistance 
à l'insuline. L’expression augmentée des PGC1α, UCP1, BNP et ANP, la morphologie des 
adipocytes de petite taille et de forme polygonale, ainsi que des signes de possibles infiltrations 
capillaires (angiogenèse) dans les tissus adipeux, suggèrent la présence de gras beige/brun dans 
ces tissus. La cryoséparation à -20ºC nous indique une présence accrue d’acides gras PUFA 
dans les tissus adipeux de nos souris ob/ob traitées à l’AR. Selon la biologie systémique, ceci 
est un argument de plus qui, avec nos indices histologiques (ex. : morphologie et taille 
adipocytaires, angiogenèse) et génomiques (surexpression des PGC1α et UCP1), suggère que 
l’AR stimule la formation de BAT. La réduction de la taille des adipocytes et la baisse du poids 
corporel, en dépit d’un apport alimentaire et de réactions et réflexes moteurs similaires au souris 
ob/ob non-traitées, suggèrent une amélioration du métabolisme énergétique non-cinétique 
(statique). Notre traitement à l’AR semble également avoir augmenté, dans les tissus adipeux, 
des agglomérations de granules possiblement autophagiques.  
Nous avons observé, pour la première fois dans un cœur diabétique, certains effets 
cardio-protecteurs de l’AR. Notre traitement à l’AR est associé à une normalisation de 
l’expression (mRNA) des gènes BNP, OT et OTR et de la concentration des protéines GATA4, 
OTR et eNOS dans les cardiomyocytes, alors qu’elles étaient diminuées chez les souris ob/ob. 
Nous avons également observé une stimulation de l’expression (ARNm) pour des gènes anti-
apoptotiques et une inhibition de l’expression pour des gènes pro-apoptotiques. Ces effets sont 
accompagnés d’une diminution de l’apoptose et du collagène dans les cardiomyocytes. Ces 
observations sont en accord avec le système cardio-protecteur GATA4–ocytocine–peptides 
natriurétiques décrit dans la littérature, concept crucial dans la prévention du remodelage 
cardiaque anormal observé dans l’obésité et le diabète de type 2.   
Notre travail démontre également que des améliorations importantes de profils 




voies de signalisation strictement contrôlées par la leptine, hormone anorexigène et lipolytique 
reconnue mais disfonctionelle dans l’obésité, la résistance à l’insuline, le diabète, et à la 
ménopause. Également notre travail démontre que des améliorations importantes de profils 
métaboliques et cardiaques dans l’obésité et le diabète, sont possibles même en dehors des voies 
de signalisation strictement contrôlées par des hormones sexuelles, bénéfiques pour le 
métabolisme énergétique mais diminuées après ménopause, chez les sujets âgés, obèses, 
résistants à l’insuline et diabétiques (Buyukbese MA et al. 2004, Akin F et al. 2009).  
  
En bref, chez la souris ob/ob, notre traitement avec de l’acide rétinoïque:  
1) Normalise les taux de vitamine A (ROL et RE) et de RBP4 dans les tissus adipeux 
sous-cutanés et viscéraux, les muscles squelettiques et le foie, et abaisse les taux sériques de 
RBP4 et de ROL associés à la résistance à l'insuline.  
2) Diminue la résistance à l’insuline, l’intolérance au glucose et la glycémie.  
3) Réduit, dans les tissus adipeux sous-cutanés et viscéraux, l’expression de l’adipokine 
RBP4 qui contribuait à la résistance à l'insuline.  
4) Module de façon tissu-spécifique l’expression des gènes du métabolisme de la 
vitamine A, améliorant son homéostasie et contribuant aussi (via certains de ces gènes) à une 
réduction de l’adipogenèse (ex. : CRBP, RALDH, CRABP, RAR, RXR).  
5) Augmente l’expression de gènes reconnus pour être impliqués dans la genèse 
mitochondriale, la thermogenèse, la lipolyse et la plasticité adipocytaire beige/brune, 
directement (ex. : PGC1α et UCP1) et/ou en association (ex. : ANP, BNP).  
6) Donne des indices physiologiques et histologiques d’augmentation du 
métabolisme énergétique, soit: une diminution du poids corporel et de la masse grasse, en dépit 
d’un apport alimentaire et de réactions et réflexes moteurs similaires aux souris ob/ob non-
traitées; une morphologie adipocytaire de petite taille et de forme polygonale, ainsi que des 
infiltrations capillaires (angiogenèse), qui suggèrent la présence de gras beige/brun. 
7) Stimule une présence accrue d’acides gras UFA (PUFA) dans les tissus adipeux des 
souris ob/ob traitées à l’AR, prouvée par cryoséparation de phases à -20ºC. Puisque les PUFA 




suggestion appuyée par nos indices histologiques (ex. : morphologie et taille adipocytaires, 
angiogenèse) et génomiques (surexpression des PGC1α et UCP1) précédents.   
8) Prévient l’apoptose et la fibrose cardiaques, réduisant le risque cardiovasculaire.  
9) Démontre, hors de tout doute, que des améliorations de profils métaboliques et 
cardiaques sont possibles dans l’obésité et le diabète, en dehors des voies de signalisation 
strictement contrôlées par la leptine, et/ou les hormones sexuelles.     
Nos résultats confirment l’activité antidiabétique de l’AR, ce qui pourrait avoir une 
importance clinique et fournir de nouvelles stratégies thérapeutiques et préventives contre le 
diabète de type 2 chez l’humain. Les concentrations sanguines de ROL et RBP4 et leurs ratios 
ROL/RBP4 (ou RBP4/ROL) pourraient servir d’indicateurs complémentaires dans l’évolution 
physiopathologique du diabète, et d’indicateurs d’efficacité pour divers traitements. Par son 
effet cardioprotecteur l’AR pourrait servir dans la prévention des complications 
cardiovasculaires associées au diabète. Ce projet de recherche nous a également apporté de 
nouvelles connaissances sur la physiopathologie du diabète de type 2, en caractérisant davantage 
les profils de la RBP4 et du ROL dans le contexte d’obésité et de résistance à l’insuline, facteurs 
majeurs dans le développement du diabète. La confirmation de nos hypothèses justifie des 
investigations supplémentaires sur ces axes chez l’humain.    
11. Contribution globale à l’avancement des connaissances   
Au début de notre projet (2008), les souris ob/ob étaient très peu étudiées en ce qui a 
trait à l’impact de l’AR sur leur métabolisme et son potentiel à diminuer la résistance à l’insuline 
via une diminution de la RBP4 et du ROL circulants et tissulaires, ni pour prévenir la plasticité 
cardiaque anormale. Ainsi nous avons été validés parmi les pionniers (Bonnet 2012) avec nos 
premiers résultats (Manolescu et al 2010) ensuite complétés avec nos résultats sur le cœur 
(Manolescu et al. 2014). À ce jour, et à notre connaissance, nous sommes les seuls à avoir 
étudié certains de ces aspects contextuels et 70 études internationales nous ont cités depuis 2010. 
Dans l’ordre d’emphase de nos travaux, les indices anatomiques pour l’augmentation du 
métabolisme énergétique viennent en troisième lieu.   
En premier lieu nous contribuons à l’avancement des connaissances en prouvant la 
capacité de l’AR à diminuer la RBP4 circulante (une première) tout en augmentant la sensibilité 




montré des associations fortes entre la RBP4 circulante, l’obésité, la résistance à l’insuline et le 
diabète de type 2. L’équipe de Barbara Kahn (Yang et al 2005) a même démontré l’induction 
directe d’insulino-résistance par la RBP4 chez la souris. Toutes ces découvertes pointent vers 
une possible thérapie contre la résistance à l’insuline et le T2DM, par le biais d’une réduction 
de la RBP4 circulante. Le grand défi était d’éviter les risques d’une hypovitaminose A par perte 
de ROL circulant associée à une diminution artificielle de son transporteur sanguin, la RBP4. 
L’AR, forme active par excellence de la vitamine A, évite ce risque. De plus les variations 
métaboliques de la vitamine A dans l’obésité et le diabète étaient peu comprises, par exemple 
pour déterminer si l’augmentation de la RBP4 sanguine dans ces maladies augmente 
subséquemment le transport de ROL. Nous offrons (nouveauté) des évaluations de ROL et 
RBP4 sériques et tissulaires intégrées dans un modèle animal obèse et diabétique (ob/ob) durant 
un traitement à l’AR. Nous montrons aussi la variation de ces indicateurs d’homéostasie de la 
vitamine A en association avec le diabète et les améliorations post-AR (Art.1 et 2). Nous offrons 
(nouveauté), un profil transversal complet d’expressions de gènes du métabolisme de la 
vitamine A associé aux taux tissulaires de ROL, de RE et de RBP4, dans le diabète et après 
l’amélioration post-AR (Art.2), (Manolescu et al.2012, 2013, 2015). Depuis 2008, nous sommes 
les seuls à avoir étudié ces associations (Bonet et al.2012). 
A titre de prévention secondaire, cette thèse examine le potentiel préventif de la vitamine 
A (sous forme d’acide rétinoïque) contre certains facteurs de risque pour des complications 
cardiométaboliques associées à l’obésité et au diabète de type 2 (Art.3, Manolescu et al.2014). 
Ainsi nous démontrons (nouveauté) la capacité de l’AR à préserver l’axe ocytocine-peptides 
natriurétiques, OT-NPs-ANP-BNP-eNOS, associée à une meilleure survie cellulaire et à la 
prévention d’une plasticité cardiaque anormale (apoptose, fibrose) et de l’hypertrophie 
adipocytaire abdominale chez les souris ob/ob obèses, résistantes à l’insuline et sévèrement 
diabétiques (glycémie>20 mmol/L).  
 En complément, puisque cela n’avait pas encore été fait dans ce montage contextuel, 
nous avons documenté quelques  impacts anatomiques d’une petite quantité d’AR  (̰2 µg/g/pc/j) 
- administrée oralement pour une courte durée  (9 à 16 jours) dans un modèle obèse-diabétique 
(ob/ob) peu investigué par rapport à l’AR, hyperphagique, sédentaire et avec un métabolisme 
de base réduit - sur l’appétit, le poids corporel, la morphologie et la plasticité de divers tissus 




d’impact sur le métabolisme. Nous avons observé, pour la première fois à notre connaissance, 
que l’AR stimule une présence accrue d’acides gras polyinsaturés PUFA, dans les tissus adipeux 
de nos souris ob/ob traitées à l’AR, prouvée par cryoséparation de phases à -20ºC. Puisque les 
PUFA sont majoritaires dans le gras beige/brun, c’est un argument de plus à l’effet que l’AR 
stimulerait la formation de BAT. Ceci est en concordance systémique avec les indices 
histologiques (ex : morphologie et taille adipocytaires, angiogenèse) et génomiques 
(surexpression des PGC1α et UCP1) pour nos souris traitées. Dans notre étude, nous avons 
utilisé une dose d’AR parmi les plus petites (2µg/gc/j) pour une durée parmi les plus courtes (16 
jours) (Bonet et al. 2012) pour un modèle animal obèse et sévèrement hyperglycémique 
(glycémie>20 mmol/L). Connaissant l’activité multiple de l’AR, ceci pourrait être important 
lors de futures études de pharmacocinétique, afin d’éviter les effets indésirables de grandes 
doses d’acide rétinoïque, sur de longues durées, chez l’humain. Nous démontrons pour la 
première fois (en situation contextuelle) que des améliorations de profils cardiométaboliques 
dans l’obésité et le diabète sont possibles en dehors de voies de signalisation strictement 
contrôlées par la leptine, hormone anorexigène et lipolytique qui est disfonctionelle dans ces 
pathologies. Améliorations également obtenues en dehors de voies de signalisation strictement 
contrôlées par des hormones sexuelles, diminuées chez les hommes et les femmes obèses, 
résistants à l’insuline et diabétiques, avec l’âge et davantage après la ménopause. Voilà une 
perspective prometteuse, pour des groupes à risque ! Bien qu’au-delà des objectifs de notre 
thèse, nous apportons aussi l’observation d’une possible diminution de l’autophagie sous 
l’influence du diabète, chez la souris ob/ob, et de son amélioration sous l’influence du traitement 
à l’AR, en administration orale, avec une dose et pour une période relativement petites. Nous 
avons proposé des méthodes valides pour approfondir ces observations.  
Sur l’axe de la méthodologie générale dans la recherche nous proposons l’annalyse par 
optimisation comparée, systémique et intégrative de variables (OCSIV). Il s’agit d’une 
intégration des concepts dynamiques de la biologie comparée des systèmes, issus d’Aristote, 
Colin, Botnariuc et Wiener, couplés aux algorithmes d’optimisation de la programmation 
linéaire de Dantzig. C’est plus efficace que l’ancienne méthode « trial and error » de recherche 
de nouvelles molécules d’intérêt pour les biotechnologies, ce qui est confirmé par les nouvelles 




fonctionnelles » des « omics » (génomique, protéomique et/ou métabolomique) avec des profils 
« santé » et « maladie » sont ensuite mises à profit, autant sur un plan individuel qu’intégrés. 
Avec l’arrivée de la bio-informatique, ces concepts ont ouvert la voie à la génomique 
fonctionnelle, à la pharmacogénétique, aux analyses de flux et de contrôle métabolique et au 
génie génétique. Nous suggérons d’appliquer les mêmes concepts de base (comparatif, 
systémique et intégratif) dans les recherches courantes. Guidés par les règles fondamentales de 
l’entropie de systèmes, dans la circulation et la conservation de l’énergie et de la matière, nous 
avons également proposé quelques modestes équations d’optimisation.   
12. Perspectives, impacts et suggestions de recherche   
Nous avons démontré les bénéfices cardiométaboliques qu’un traitement avec une petite 
dose d’AR, peut avoir chez des souris obèses et diabétiques ob/ob, diminuant le ROL et la RBP4 
sériques, la résistance à l’insuline, l’intolérance au glucose, la glycémie et le poids corporel sans 
affecter l’appétit, ni les réflexes locomoteurs (Manolescu et al. 2010, 2014). Les mécanismes 
d’action de l’acide rétinoïque en la matière sont multiples et peuvent inclure une action 
cardiaque directe, puisque notre traitement à l’AR augmente l’expression (mRNA) des peptides 
natriurétiques ANP et BNP (Manolescu et al. 2014). Une expérimentation de validation partielle 
faite par nos collaborateurs a confirmé, en cages métaboliques, qu’un traitement direct avec la 
protéine BNP augmente le métabolisme de base et améliore-le profile cardiométabolique de 
souris obèses et diabétiques, db/db (Plante E et al 2014). Il serait intéressant d’investiguer 
l’aspect fonctionnel des récepteurs à l’AR (RAR ; RXR) dans le cœur. L’hypothèse de Reichert 
et al. (2011) est à prendre en considération. Selon eux, l’AR, possédant une grande affinité pour 
les RAR, active les hétéro-dimères RAR-RXR qui se lient à des éléments de réponse à l’AR 
(RARE) sur les promoteurs des gènes cibles comme l’OTR et les ANP et BNP.  Pour explorer 
la régulation génique dans le cœur, il faut faire des études sur l’impact de l’AR en cultures de 
cardiomyocytes isolées de cœurs de souris adultes ob/ob. Il serait important d’examiner si l’effet 
de la phosphorylation induite par l’AR sur l’eNOS (Uruno et al. 2005) est également présent 
dans les cardiomyocytes des souris ob/ob.    
Les peptides natriurétiques ANP et BNP sont également impliqués dans la production 
de gras brun/beige (Bordicchia et al. 2012, Whittle and Vidal-Puig 2012). Plusieurs 




plusieurs modèles de souris obèses (ex.: ob/ob, db/db, HFD) et pourraient être utiles pour établir 
si la stimulation et/ou l’induction des graisses beiges/brunes par l’AR, passe principalement par 
l’augmentation des peptides natriurétiques ANP et BNP, ou s’il existe également une action 
directe de l’AR sur plusieurs protéines spécifiques du gras brun (Bonet et al. 2013). Ainsi 
d’autres protéines, connues comme marqueurs du gras beige/brun, devraient être aussi étudiées 
(mRNA et WB) telles que FGF21, CIDEA, PRDM16 pour les évaluer sous l’influence de l’AR. 
Une littérature qui montre des évidences claires que l’AR stimule l’expression (mRNA) des 
PGC1α et UCP1 ainsi que celle d’autres gènes (ex. : PPARγ, COX-II, CPT1) impliqués dans la 
biologie du gras beige/brun, pourrait aussi être exploitée davantage (Bonet et al. 2013, Bonet et 
al. 2012, Brun et al. 2013, Mercader et al. 2006).  
Nous avons trouvé que le traitement à l’AR, chez des souris obèses et diabétiques ob/ob, 
diminue les dimensions des adipocytes des SF et VF (Art.2), (Manolescu et al. 2014) et le poids 
corporel en dépit d’un apport alimentaire et de réactions et réflexes moteurs similaires chez les 
animaux traités et non-traités (Manolescu et al. 2010), ce qui suggère une amélioration du 
métabolisme énergétique. Nous avons obtenu des indices anatomiques, histologiques et 
physiologiques valables d’impact métabolique, comme la diminution du poids corporel et de la 
masse grasse, une morphologie adipocytaire de petite taille et de forme polygonale, ainsi que 
des infiltrations capillaires (angiogenèse), suggèrent la présence de gras beige/brun dans les 
tissus adipeux. Pour des mesures plus exactes, de futures équipes, en utilisant des cages 
métaboliques, pourraient aussi quantifier et détailler les dépenses énergétiques sous l’influence 
des rétinoïdes et/ou de l’exposition au froid (ex.: métabolisme de base, thermogénèse, 
autophagie, réflexes pilomoteurs et activité motrice, soit-elle minimale) afin d’évaluer leurs 
contributions dans la perte de poids corporel et la réduction de la masse grasse au jour le jour. 
Ces méthodes ayant des limites pour les ours et les mammifères hibernants qui sont, à notre 
humble avis, un bon modèle d’étude « metabolically healthy obese » sans diabète et de perte de 
poids sans activité physique. Malheureusement la « grotte métabolique d’hibernation » n’existe 
pas encore. Sans parler des biais énergétiques éthologiques (augmentation des hormones de 
stress, de cortisol, de détresse et perte d’appétit) qu’une isolation individuelle en cage 
métabolique inflige à des animaux grégaires, comme les souris, dépendants de phéromones et 
de communications de groupe pour un fonctionnement optimal. Nous pouvons apprendre à 




indirectes, pour de meilleurs résultats et l’optimisation des dépenses ! Les cages métaboliques 
restent un excellent outil de mesures directes par ailleurs !   
Nous avons trouvé augmentée l’expression (mRNA) des gènes PGC1α et UCP1 qui 
jouent un rôle important pour la genèse mitochondriale (Austin and St-Pierre 2012) et le 
métabolisme énergétique dans le gras beige/brun (Chen H. Y. et al. 2013). Nous avons observé 
des variations spécifiques dans l’expression (mRNA) de certains gènes (ex. : CRBP, RALDH, 
CRABP, RAR, RXR) impliqués dans le métabolisme des rétinoïdes mais favorisant également 
une réduction de l’adipogenèse et l’expression des PGC1α et UCP1 (Frey and Vogel 2011, 
Kiefer et al. 2012). Des études au niveau protéique (WB) pourraient pousser ces investigations 
plus loin, avec profit autant pour le métabolisme des rétinoïdes qu’énergétique. 
Dans nos coupes histologiques, nous avons trouvé des signes précurseurs d’infiltrations 
de vaisseaux capillaires (angiogenèse) (Art.2 Fig.5 ; Fig.6) dans le gras des souris traitées à 
l’AR. Nous avons trouvé aussi des adipocytes de petite taille et de forme polygonale (Art.2 
Fig.5 ; Fig.6). Ces facteurs sont associés au  gras beige/brun (Bachman et al. 2002, Mercader et 
al. 2006, van Marken Lichtenbelt et al. 2009). Nous avons augmenté le contraste des images en 
faisant des copies en lumière inversée (négatifs). Mais pour mieux investiguer d’éventuels 
développements de vaisseaux capillaires (angiogenèse), sous l’influence de l’AR, des analyses 
par immunofluorescence pourraient être faites.  
De futurs chercheurs pourraient investiguer la question de l’autophagie et du flux 
autophagique chez la souris diabétique traitée à l’AR en utilisant l’immunofluorescence et la 
microscopie confocale (Stienstra et al. 2014). L’influence de rétinoïdes sur l’expression 
(mRNA) de la protéine Atg7 spécifique à la macroautophagie (Yoshizaki et al. 2012), et sur 
l’autophagie modulée par chaperons (CMA) (Anguiano et al. 2013) pourrait être étudiée aussi. 
Également, l’étude du flux autophagique dans le gras brun versus le gras blanc (Figure 21) sous 
l’influence de l’exposition au froid (Martinez-Lopez et al. 2016) et/ou des rétinoïdes (Rajawat 
et al. 2010), pourrait révéler d’intéressantes informations.  
Sur un axe de recherche fondamentale, il est maintenant établi que même l’appareil 
digestif et la flore intestinale jouent un rôle dans le développement de l’obésité et du diabète 
(Burcelin et al. 2009, Serino et al. 2013, Serino et al. 2009). On pourrait penser à évaluer le 
microbiote intestinal de souris obèses, RI et diabétiques, avant et après notre traitement à l’AR. 




intestinales associées à des profils cardiométaboliques « favorables » et « défavorables ». Ainsi, 
nous avons écrit un article de littérature sur ces sujets : « Diet, food supplements and intestinal 
micro-flora in obesity and diabetes » que nous avions offert en annexes. Advenant que la 
microflore intestinale changeait « favorablement » après notre traitement à l’AR, cela voudrait 
dire que les bons effets de l’AR passent également par le « gut microbiota ».   
            Une réduction en nombre et taille des mitochondries suggère une augmentation de leur 
dynamique de « fission » précédant leur mort (Lowell and Shulman 2005, Morino et al. 
2005,2008). La mort mitochondriale augmente aussi le stress oxydatif (ROS). Le stress oxydatif 
augmenté contribue à la résistance à l’insuline (Qatanani and Lazar 2007). On pourrait penser à 
évaluer la « dynamique mitochondriale » de souris obèses, RI et T2DM, avant et après notre 
traitement à l’AR. Il faut commencer par une revue de littérature qui caractérise les structures 
de « dynamique mitochondriale » associées à des profils cardiométaboliques « favorables » et « 
défavorables ». C’est respectivement le cas de la « fusion » et de la « fission » mitochondriales. 
Nous avons donc écrit un autre article de littérature sur ces sujets : « Mitochondrial dynamics 
profiles in obesity, insulin resistance and type 2 diabetes ». Si la « dynamique mitochondriale 
» change favorablement « de fission vers fusion » après notre traitement à l’AR, cela prouve 
que l’AR touche aussi (directement ou indirectement) cette « dynamique mitochondriale », qui 
est concurrente au métabolisme.  
Les sirtuines (SIR) sont en majorité des protéine-déacétylases d'histones, NAD-
dépendantes impliquées aussi dans la genèse et l’efficacité mitochondriales. Les sirtuines 
influencent l’adaptation du métabolisme énergétique cellulaire à des changements reliés aux 
nutriments ou à l’âge. En contrôlant l’environnement redox de la cellule, les sirtuines pourraient 
limiter les dommages oxydatifs associés aux troubles métaboliques comme l’obésité, la RI et le 
T2DM. On pourrait penser à identifier des « profils des sirtuines » (nucléaires, cytosoliques et 
mitochondriaux) de souris obèses, RI et diabétiques, avant et après notre traitement à l’AR. Il 
faudrait commencer par une revue de littérature qui caractériserait des « profils sirtuiniques » 
associés à des profils cardio-métaboliques « favorables » et « défavorables ». Depuis quelques 
années, nous avons commencé à écrire un article de littérature sur ces sujets : « Sirtuins in type 
2 diabetes, insulin resistance and age related metabolism disease », en progression 




effets métaboliques favorables de notre traitement à l’AR, cela démontrerait que l’AR touche 
aussi (directement ou indirectement) les sirtuines.   
En recherche vétérinaire ou préclinique, on pourrait considérer une étude 
pharmacocinétique avec des doses successives d’AR sur plusieurs groupes de souris obèses, RI 
et T2DM. Des analyses systémiques multiples (génomiques, protéiniques, métabolomiques, 
histologiques, anatomiques, physiologiques et métaboliques) inspirées de nos projets antérieurs 
et d’autres, pourront être envisagées. Des cages métaboliques pourraient évaluer les impacts de 
chaque dose d’AR sur le métabolisme énergétique, par groupe de souris et par jour.    L’objectif 
est l’optimisation « doses-réponses » et « bénéfices-risques » pour un traitement à l’AR minimal 
(dose/temps), mais avec maximum d’efficacité et minimum d’effets adverses. Nous avons 
également écrit un tel projet et nous l’avions exposé en annexes à notre thèse.   
Nous ouvrons des perspectives chez l’humain, car nous prouvons que des améliorations 
de profils cardiométaboliques dans l’obésité et le diabète sont possibles, même en dehors de 
voies de signalisation strictement contrôlées par la leptine, et/ou les hormones sexuelles. Ces 
hormones bénéfiques sont disfonctionelles chez les sujets obèses, résistants à l’insuline et 
diabétiques, âges et respectivement diminuées après la ménopause. Nos travaux ont permis 
l’élaboration et l’aboutissement d’un deuxième projet de doctorat (clinique observationnel), 
celui de notre collègue Dr. Aurélia Sima sur la dynamique du ROL et de la RBP4 en condition 
d’obésité, de résistance à l’insuline et de diabète de type 2, avec trois autres articles, un sur la 
souris (Sima A et al. 2011) et deux chez l’humain (Sima A et al. 2012, 2015), dont nous sommes 
le co-auteurs (voir déclaration en Annexes). Les travaux de notre thèse ont également servi à 
développer deux projets cliniques chez l’humain obèse et résistant à l’insuline : « Le potentiel 
de l’acide rétinoïque dans la prévention et le traitement de la résistance à l’insuline et du 
diabète de type 2 chez l’humain » et « Assessing RA efficacy against obesity and insulin 
resistance in humans » exposés, droits protégés, en annexes.  
 
Les rétinoïdes, molécules associées, obésité, RI et diabète : de souris à l’humain   
Les observations chez les rongeurs et les humains ont démontré une association entre la 
RBP4 et la résistance à l'insuline. Dans les études cliniques, cependant, le rôle de la RBP4 dans 
le développement de la résistance à l'insuline doit être mieux compris. D'autres facteurs, tels que 




évalués dans l'établissement de la relation entre la RBP4, le rétinol (ROL), l'obésité et la 
résistance à l'insuline. Le profil de la vitamine A et la fonction rénale, qui affectent la RBP4 
sérique, doivent être pris en compte dans les études futures. Le rôle des adipocytes blancs et 
bruns et du foie dans la régulation des taux sériques de RBP4 et de ROL doit être mieux compris. 
Les informations disponibles sur le métabolisme global du ROL dans les conditions d'obésité, 
de résistance à l'insuline et de diabète, sont encore limitées.   
Ensemble avec notre collègue Dr. Sima Aurélia PhD. nous avons travaillé - plus sur la 
souris (M. Manolescu) et plus chez l’humain (Mme. Sima) - principalement sur les associations 
de la vitamine A (ROL-rétinol) et de son transporteur RBP4 ainsi que de l’acide rétinoïque (AR) 
avec l’obésité, la résistance à l’insuline (RI) et le diabète de type 2 (T2DM). Nos deux thèses se 
complètent ainsi harmonieusement. La nôtre s’inscrit comme préambule pour la thèse de Mme. 
Sima, justifiant ses travaux chez l’humain. La thèse de Mme. Sima s’inscrit comme première 
perspective concrétisée de notre thèse, confirmant chez l’humain plusieurs de nos résultats sur 
la souris. Les deux thèses préparent des futurs essais cliniques à l’AR sur l’obésité, la RI et le 
diabète T2DM. Selon nos études sur les souris et les humains, et en contexte de la littérature, 
nous dirions que, sur l’axe longitudinale de la physiopathologie du diabète de type 2, l’obésité 
augmente le taux sanguin de RBP4, contribuant à l’apparition de la RI. Ensuite la dyslipidémie 
et les lipidoses hépatiques s’installent, la RBP4 continue d’augmenter et le ROL sanguin 
commence à augmenter à son tour, en association avec l’apparition de l’intolérance au glucose 
(voir schéma plus bas). Dans le diabète avancé et très mal contrôlé (ex. : nos souris ob/ob avec 
des glycémies ≥ 20 mmol) les concentrations sanguines de ROL et de RBP4 sont bien plus 
élevées que les normales. À ce stade, selon leurs ratios (ROL/RBP4 ou RBP4/ROL), il y aurait 
plus de ROL que de RBP4 dans le sang. Des études futures sur le stockage, le transport et le 
métabolisme du ROL sur plusieurs modèles de souris obèses et RI (ex. : ob/ob, db/db, HFD) sur 
d'autres mammifères et des études cliniques, vont fournir plus d’informations sur la participation 
de la RBP4 et du ROL dans l’obésité, la RI et le diabète de type 2. D’autre part, les mammifères 
hibernants sont, à notre avis, un excellent modèle d’étude du métabolisme énergétique, de 
l’hyperphagie et de l’obésité « metabolically healthy » donc sans RI, ni diabète; aussi pour leur 
léthargie hivernale avec signalisation bêta-adrénergique, thermogenèse adaptative, autophagie 
et perte de poids sans activité physique. Ils modulent ces paramètres en utilisant de grands écarts 




règne animal et utilisent la thermogénèse pour s’adapter au froid. Ce sont également les animaux 
qui accumulent le plus de vitamine A (RE, ROL) dans leur foie, dont l’AR est ensuite la forme 
métaboliquement active majoritaire. Ils doivent avoir des adaptations physiologiques, pour le 
maintien de leur masse musculaire et du métabolisme de base même en hibernation. Sans aucun 
doute leur microbiote intestinal change avec les variations alimentaires saisonnières.  
                                     
 































Phylogénie de l’acide rétinoïque(AR).Un aperçu. Reprise de Carvalo J.E et Schubert M. 2014 CRC-Press, 
disponible en libre accès, citation en original par Manolescu DC 2018sans préjudices aux droits d’auteurs, 































Dynamiques et sources de RBP4 et ROL dans l’obésité, la RI et le diabète -  
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commentaires et des modifications qu’il a apportées à sa thèse pour en tenir compte. 
                                                                                         
Dr. Jean-Louis Chiasson MD – Directeur  
 
1. Une excellente révision de la littérature.  
2. Les deux nouveaux papiers sont nettement améliorés. Félicitations !  
3. Grandes aptitudes de recherche et capacité indépendante à mener des travaux.  
 
            Dre Sylvie Mader PhD - Directrice 
1. Pas des problèmes de fondements et des méthodes dans la recherche. 





Dre. Lise Coderre (ensuite Dr. Eric Thorin – President Jury) 
 
1. Le candidat répond aux critères pour l’obtention d’un doctorat compte tenu qu’il a deux          
articles scientifiques publiés et un en cours (pour cette thèse).   
 
2. La revue bibliographique est détaillée surtout dans les aspects de biochimique de 
l’acide rétinoïque;  
 
 Dre. Ing Corinne Hoesli – Vérificatrice externe, Université McGill  
1. La pertinence du titre est appropriée à l’ouvrage pour des fins de catalogage. 
 
2. Les résultats confirment l’effet de la vitamine A (AR) sur la masse corporelle tel 
qu’appuyé par des études précédentes. De plus, les résultats indiquent que 
l’administration de la vitamine A (AR), baisse les niveaux de ROL et de la RBP4 liant le 
rétinol dans le sang, (et de la RI), semble augmenter la quantité de tissus adipeux bruns 
vs blancs et mène également à des effets cardio-protecteurs. 
 
3. La revue bibliographique est très complète. Puisque je ne travaille pas dans le domaine 
du diabète de type 2, je remercie M. Manolescu d’avoir offert une revue de littérature 
fondamentale exhaustive. 
 
4. Le plan de travail et les méthodes utilisées sont adéquats. En général, les résultats sont 
suffisants pour appuyer les conclusions émises.  
 
5. Les résumés sont concis et utilisent un langage scientifique approprié. 
 































































Writing architecture following the Harvard University Communications  
 
Ѵ- Check list for Thorough Revision for graduate manuscripts   
 
Definition: Revision means « re-seeing » the document from the reader’s point of view  
Understandings and Credos:  
 Revising means making changes that will better satisfy your purposes, your audience 
and your Thesis Committee.  
 Editing means making surface level changes that make the document grammatically 
correct. 
 Proof reading is checking the document to be free from typographical errors.  
Consider to revise the draft three (3) times for:  
1. Content and Clarity Ѵ 
2. Organization and Layout Ѵ  
3. Style and Tone Ѵ 
Overall successful targets: 
- Adapt the message to the specific audience. Ѵ 
- Show the audience members how they benefit from your information. Ѵ 
- Overcome any objections the audience may have. Ѵ 
- Use a good attitude and positive emphasis. Ѵ 
- Use visual to clarify or emphasise the material. Ѵ 
- Specify what the audience should do to focus on priority goals. Ѵ  
1. Content and Clarity check list:  
- Does the document meet your needs (+university, readers) and make you look good? Ѵ 
- Have you given readers all needed information to understand your message? Ѵ 
- Have you organized your message for optimum positive audience impact? Ѵ 
- Is all the information accurate? Ѵ Is each sentence clear? Ѵ 
- Is the message clear, free from apparently contradictory statements? Ѵ 




2. Organization and Layout check list:  
- Does the design of the document make it easy for readers to find the information? Ѵ 
- Is the document visually inviting? Ѵ 
- Are transitions between ideas smooth? Ѵ Do ideas within paragraphs flow smoothly? Ѵ 
- Are the most important points emphasized and alternatively repeated three times? Ѵ 
- Are the first and last paragraphs effective for a clear take-home message? Ѵ  
 
3. Style and Tone check list:  
- Does the message build good will? Ѵ 
- Is the message easy to read? Ѵ 





Our special thanks for the valuable information and communications training goes to:  
1) ELSEVIER, Scientific Communication, Editing Services and Tutorial Board.   
2) Dr Doreen Starke-Meyerring, Scientific Communication professor, specialist in 
research writing, education and development and in doctoral writing – McGill 
University, Montréal, QC, Canada - for her precious advice on advanced rhetoric, 
scientific writing and discourse in academic, workplace, and public contexts.  
3) Harvard University, The Center for Writing and Communicating Ideas   
4) Diocèse de Montréal, M. l’abbé Robert Gendreau, rédacteur de « L’Acolyte ».  
    
 










Droit de parole   
Le Dr Pangala V. Bhat, PhD., notre directeur initial dans cette thèse de doctorat PhD. et 















Concept d’optimisation de la recherche: Integration Systemique des Variables-ISV / VSI   
 « Le néxialisme est une science qui a pour but de coordonner les éléments d'un domaine de la 
connaissance avec ceux des autres domaines. Il offre des moyens d'accélérer le processus 
d'absorption de la connaissance et d'utiliser efficacement ce qui a été appris, permettant 
d’articuler les savoirs de manière composite pour trouver des solutions originales aux problèmes 
posés et dégager de nouvelles pistes » - E. van Vogt 1950, Toohey KD.2013. 
 
 
Photos artisanat slave « Matrioska » – Artistes anonymes ; Russie, Ukraine, Manolescu DC 2018. 
Modèles d’investigation ; Théories de la connaissance, des systèmes et de l’optimisation 
Nos méthodes d’investigation intègrent l’observation, les mesures directes et indirectes et la 
bibliographie pour recueillir des données ayant de l’intérêt scientifique. Dans la tradition de la 
biologie des systèmes, nos interprétations subséquentes procèdent par des analyses 
comparatives systémiques et intégratives de variables, des syllogismes et des optimisations.   
 L’analyse systémique (nommée aussi « approche systémique ») réfère à l’étude 
interdisciplinaire de données et de leurs liens dynamiques, vus dans des structures (systèmes) 
successives d’organisation (un peu comme les poupées russes). Pour déduire ou expliquer des 
propriétés nouvelles d’un système (qui n’est pas seulement la somme de ses parties) l’analyse 
systémique regarde : les niveaux d'organisation de la matière, les échanges entre les parties, la 
compétition, la complémentarité, l’association, la symbiose, les synergies, les facteurs de 
déséquilibre, les facteurs et états d’équilibre, les boucles évolutives des syllogismes et le devenir 
de systèmes. Les anciens philosophes (Platon « Théorie de la connaissance » en 400 av. J.C. ou 
encore Lao Tseu en 300 av.J.C. avaient intuitivement remarqué que le corps représente plus que 
la somme de ses organes. Plus proche de nous, la théorie générale des systèmes (TGS) a été 
énoncée par le biologiste Ludwig von Bertalanffy dans son livre « Problems of Life » (1960, Ed. 
New York, USA). Il l’a ensuite développée dans son traité « The General System Theory » 
(1968, Ed. New York, USA) et publiée également en français sous le titre « La théorie générale 
des systèmes » (1973, Ed. Paris, France). Un survol élémentaire de la TGS (Rabega M.C. et 
al.1983) rappelle le passage du non-vivant au vivant, et le fait que nous n’avons pas à 
redémontrer (à répétition) par mesures directes « les propriétés acquises du vivant ». A la base 






de la TGS se trouve le concept que toute la matière de l’Univers (vivante et non vivante) est 
organisée de façon systémique, donc structurée par systèmes qui interagissent de façon 
hiérarchique. Le Dr Ilya Prigogine (Nobel 1977 chimie), professeur de thermodynamique 
chimique à l’Université de Bruxelles, énonce deux types de systèmes (fermés et ouvertes) selon 
leurs échanges avec l’extérieur (Rabega M.C. et al.1983).   
Les systèmes isolés ou fermés (SF) - Un système est dit « fermé », lorsque ses liens 
avec le milieu externe se résument à des échanges énergétiques. Par exemple l’air, réchauffé par 
la combustion d’un échantillon dans un cylindre calorimétrique étanche, cèdera seulement de 
l’énergie calorique vers l’eau ambiante à l’extérieur, et ce jusqu’à l’équilibre thermique entre 
les deux (principe du calorimètre de Lavoisier). Selon la thermodynamique, les systèmes fermés 
tendent naturellement vers un état où leur énergie libre devient minime, via un changement 
majeur (entropie ; S). Le terme « entropie » (Clausius RJE, 1865) encode l’ampleur de ce 
changement d’état thermodynamique. Pour vulgariser l’entropie, on en parle comme de « l’état 
de désordre » des éléments d’un système. Par exemple, l’entropie est grande pour les atomes et 
les molécules de gaz à l’état pur, qui se déplacent de façon désordonnée dans toutes les 
directions possibles, mobilisant une grande énergie. En revanche, l’entropie est petite pour les 
atomes et molécules intégrés (en ordre) dans des réseaux (ex : structures cristallines) qui peuvent 
faire seulement de petits mouvements vibratoires limités autour de leurs positions d’équilibre 
dans le réseau, mobilisant donc une énergie minime. Dans l’Univers, la valeur de l’entropie 
augmente dans les transformations irréversibles d’un système isolé ou reste constante dans les 
transformations réversibles de ce système. Les processus physiques et chimiques (y compris 
bio) sont dits « réversibles » ou « aller-retour » lorsqu’ils peuvent se produire à double sens. Ils 
sont dits « irréversibles » lorsqu’ils peuvent se produire à sens unique, seulement. Ces 
transformations proviennent de la tendance (naturelle) de systèmes de passer d’un état riche en 
énergie mais instable (désordonné) vers un état plus pauvre en énergie mais plus stable (plus 
ordonné). La variation de l’entropie (ΔS) est considérée nulle (ΔS=0) dans les transformations 
réversibles, et négative (ΔS ˂ 0) dans les irréversibles. En résumé, l’état de désordre des 
éléments d’un système à grande entropie reflète une probabilité maximale de déséquilibre, ce 
qui mobilise une grande énergie, alors que l’état d’ordre des éléments d’un système à petite 
entropie reflète une probabilité minime de déséquilibre, ce qui mobilise une énergie minime. 
Cela renvoie au concept d’homéostasie. Lorsqu’il y a échange d’énergie, entre un système fermé 
avec des systèmes voisins, la quantité d’énergie cédée est égale (en valeur absolue) à celle de 
l’énergie reçue, car dans l’Univers l’énergie ne peut ni se créer, ni se détruire, mais seulement 
passer d’une forme à l’autre. Au cours d'une transformation d'un système fermé, la variation de 
son énergie est égale à la quantité d'énergie échangée avec le milieu extérieur par transfert 
thermique et/ou transfert mécanique. C’est le premier principe de la thermodynamique, le 
deuxième disant que l’entropie de l’Univers est en continuelle croissance. L’énergie totale de 





Les systèmes ouverts (SO) – Un système est dit « ouvert » lorsque ses liens avec le 
milieu externe dépassent les seuls échanges énergétiques, intégrant aussi des échanges de 
matière et d’information. Passer de systèmes « fermés » à « ouverts » a peut-être constitué un 
petit pas pour la thermodynamique, mais certainement un pas de géant pour la Vie. Car les 
principaux systèmes ouverts sont des organismes vivants ! En effet, les organismes vivants font 
partie de systèmes biologiques (biosystèmes) qui sont des systèmes ouverts (à degrés variables). 
A ce titre, ils « négocient » en permanence et de façon complexe un équilibre temporaire (« 
steady state ») avec leur milieu environnant. C’est le paradoxe du vivant que de « garder son 
identité, tout en changeant continuellement quelque chose dans sa structure » par des échanges 
d’énergie, de matière et d’information avec l’extérieur. Héraclite (500 av. J.C.) donne une image 
suggestive de cette définition, comparant l’organisme vivant à une rivière qui semble identique, 
tout en transportant des molécules d’eau différentes à chaque instant. L’individu biologique est 
« l’unité élémentaire d’existence, donc d’organisation, conservation et reproduction de la 
matière vivante » (Botnariuc N.1976). Pour maintenir l’état d’ordre de leurs éléments afin de 
survivre, les organismes vivants (biosystèmes) doivent aussi réduire les risques de déséquilibre 
et dépenses énergétiques afférentes, donc minimiser leur entropie. Pour ce faire et maintenir 
ainsi leur équilibre (homéostasie), ils « consomment » de l’entropie négative (-S « néguentropie 
») pour compenser l’entropie élevée (+S) à laquelle ils sont soumis par les diverses « pressions 
d’échanges » venant de l’environnement. Bref, à la tendance naturelle d’augmentation de 
l’entropie (désordre), s’opposent les diverses stratégies des biosystèmes pour l’organisation et 
l’ordre (néguentropie) afin de rétablir l’équilibre (homéostasie). Ce qui demande une dépense 
d’énergie ! Les « gagnants » sont bien évidement ceux qui arrivent à diminuer (voire éviter) une 
trop grande pression de survie venant de désordres (entropie), tout en réussissant à mobiliser 
des stratégies organisées (néguentropie) nécessaires pour rétablir l’équilibre (homéostasie) et ce 
avec un minimum de dépense énergétique. Les « gagnants » ont un meilleur « rendement » de 
survie, faisant preuve d’un maximum d’efficacité avec un minimum de dépenses énergétiques. 
C’est l’optimisation ! L’opportunisme énergétique est un outil d’optimisation dans la loi de 
conservation de l’énergie du vivant, pour garder l’homéostasie avec un minimum de dépenses.   
Avec le déroulement de leur vie, les biosystèmes se retrouvent dans un état 
d’augmentation de l’entropie et de diminution de la néguentropie. Avec le vieillissement, ils 
dépensent de plus en plus d’énergie pour retrouver un équilibre (homéostasie) de plus en plus 
précaire. Leur qualité et durée de vie dépendent de leur capacité à optimiser leur rendement afin 
d’avoir une meilleure efficacité énergétique dans ce processus. Leur efficacité énergétique 
diminue avec le temps, donc leur « rendement » de survie diminue. Ils vont rester en vie tant et 
aussi longtemps qu’ils sont encore capables d’extraire et consommer de l’entropie négative (-S) 
du milieu environnant. Sinon, ils vont mourir. Introduisant la notion de retrorégulation dans le 
vivant (bio-feed-back), le mathématicien Norbert Wiener, concepteur de la cybernétique (1948), 
disait que : « rester en vie exige de nager de façon thermodynamique à contre-courant (anti-




biosystèmes est maximale, leur néguentropie est nulle et leurs réserves (énergie, substance, 
information) sont en voie de transfert irréversible vers d’autres biosystèmes (saprophages) de 
l’environnement qui les prennent en charge. On pourrait compléter avec la fonction « 
d’enthalpie » (H) qui correspond à l'énergie totale (J) d'un système thermodynamique. C’est 
l'énergie interne d’un système, son « potentiel thermodynamique », qui entre en jeu lors des 
changements « entropiques » (physiques, chimiques, biologiques) qui engagent son énergie. Par 
exemple, pour garder son volume, à pression constante, la variation d'enthalpie correspond à la 
chaleur absorbée (ou dégagée) : ΔH = Qp. La ΔH est positive dans les réactions endothermiques 
(absorbant de la chaleur) et négative dans les réactions exothermiques (la dégageant). Les 
organismes « biosystèmes » homéothermes dégagent de la chaleur !  
Tous les biosystèmes sont organisés par niveaux hiérarchiques successifs et intégrés dans 
une fonctionnalité globale. C’est le cas pour les niveaux biomoléculaires (génomiques, 
protéiniques, métabolomiques), anatomiques (cellulaire, histologique, organes, appareils et 
systèmes) et physiologiques, qui concourent à la réalisation de l’équilibre global du métabolisme 
et des fonctions du corps. On peut également intégrer, en descendant, les niveaux atomiques et 
subatomiques. Leurs profils vibratoires d’équilibre énergétique en association avec l’état global 
de « santé » ou de « maladie », concerneront peut-être la médecine de demain, même si 
l’homéopathie et l’acupuncture s’y intéressent déjà. Ces niveaux d’intégration diffèrent entre 
les biosystèmes individuels simples (ex : unicellulaires, pluricellulaires) ou plus complexes 
(végétaux et animaux). Ensuite, les individus biologiques eux-mêmes appartiennent à des 
structures biologiques supérieures et interactives, comme les populations, les espèces, les 
biocénoses, les écosystèmes et la biosphère terrestre. L’humain appartient à ce grand complexe 
et il faut toujours l’analyser dans ce contexte de causalités.          
Le concept d’optimisation dans la Loi de conservation de l’énergie du vivant fait 
référence à un maximum d’efficacité biofonctionnelle obtenue avec un minimum de dépense de 
substrats énergétiques. Tous les biosystèmes ont une tendance innée d’opportunisme 
énergétique, qui tend vers cette efficacité. Évidemment, ils y arrivent plus ou moins selon les 
contraintes environnementales. De façon réductive (mais néanmoins biothermodynamique 
exacte), on peut dire que pour vivre le plus longtemps possible, il faut trouver des substrats 
énergétiques qui permettent à nos mitochondries d’augmenter leur rendement tout en diminuant 
l’excès de résidus oxydatifs ROH (donc de produire le maximum d’énergie par l’oxydation la 
plus complète d’une quantité minime de substrat) et ainsi fonctionner en régime d’efficacité 
énergétique optimale le plus longtemps. Mathématiquement, comme chacun le sait, tout 
problème d’optimisation touche aux calculs de programmation linéaire (Bebea N., 1978), 
dont le but premier est de chercher les valeurs extrêmes (max. ou min.) d’une fonction linéaire 
de « n » variables :  
                                                         F = c1x1+c2x2+…+cnxn  
mais à la condition que les dites «n» variables satisfassent un système (St) contraignant de       « 
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Il est clair que chacune des « m » restrictions du système St, doit avoir seulement et uniquement 
un seul parmi les signes contraignants suivants : ≥, =, ≤.  Ainsi le système St exprime 
mathématiquement les restrictions qui résultent des conditions du problème réel, venant de la 
vraie vie. La fonction F ci-haut, s’intitule la « fonction but » ou encore la « fonction d’efficacité 
». Ses coefficients sont des constantes caractéristiques : cj, (j = 1, 2, …, n). Les autres 
coefficients (aij, i = 1, 2, …, n) dans système St, sont des coefficients que nous pouvons appeler 
« techniques » (ex : la quantité (g) de substrat énergétique « i » nécessaire pour produire la 
quantité (kcal) de chaleur « j »). Les inconnues xj sont des entités qui doivent être déterminées, 
alors que les termes libres bi, (i=1, 2, …, m) sont des constantes issues des conditions spécifiques 
du processus étudié. Les problèmes de programmation linéaire imposent souvent une condition 
de non-négativité aux variables xj, pour la simple raison qu’elles représentent des données 
réelles utilisées pour atteindre un objectif, et donc ne peuvent pas avoir de valeur négative. 
Mathématiquement, on peut écrire de façon plus simple de problèmes d’optimisation en 






La méthode générale pour résoudre de tels problèmes d’optimisation est l’algorithme Simplex, 
mais des méthodes plus spécifiques (ex : méthode graphique ou géométrique) peuvent aussi être 
utilisées selon les particularités des cas. Par exemple, la méthode géométrique s’applique 
facilement dans un espace bidimensionnel et lorsque le nombre des valeurs extrêmes pour la 
fonction « objectif d’efficacité » est fini. Règle générale, l’élément commun à tous les 
algorithmes pour résoudre des problèmes de programmation linéaire est la méthode « itérative 
». En bref elle consiste à modifier une solution initiale de base jusqu’à ce que la fonction « 
objectif d’efficacité » s’améliore et prenne une valeur optimale, ou jusqu’à preuve que la valeur 
optimale recherchée n’existe pas.  
Les biosystèmes sont des systèmes de données et relations « multivariables ». La 
complexité du monde vivant oblige souvent à des « négociations » d’optimisation entre les 
valeurs extrêmes de deux ou plusieurs fonctions multivariables. La modélisation mathématique 





linéaire, et dont les solutions respectives présentent une forte interdépendance. Prenons 
l’exemple d’un premier problème d’optimisation (programmation linéaire) qui demande la 
détermination de « n » valeurs xj (j=1, 2, …, n) pour lesquelles « f », la première fonction 
objective prends une valeur maximum, dans le système de restrictions (S) : 
 





Les systèmes multivariables se caractérisant par des données et des interactions multiples, on 
pourrait se retrouver devant un deuxième problème d’optimisation « g », qui utilise les mêmes 
données que le problème « primaire », étant en relation de « dualité » avec lui. Considérant qu’il 
y a «m » variables (y1, y2..., ym) correspondant aux «m » inéquations du premier système de 
restrictions (S), le problème « dual » pourrait consister à déterminer les «m » valeurs yi (i=1, 2, 
…, m) pour lesquelles « g », la deuxième fonction objective, prend une valeur minima cette fois, 
dans un déuxiéme système de restrictions (S1) : 
 




Dans les deux problèmes d’un « couple dual » les constantes sont les mêmes, soit (cj, aij et bi), 
alors que le nombre des variables (xj, yi) fluctue de « n » vers «m » et celui des restrictions 
fluctue dans le sens contraire, soit de «m » vers le « n ». Pour simplifier les choses on peut écrire 
les deux problèmes d’un « couple dual » sous forme matricielle, soit :  
 
 











2. Problème dual :  
  
 
Selon le théorème fondamental de la dualité, pour tout « couple » de problèmes duaux est 
possible une seule et unique parmi les trois situations suivantes : 
1) Si les deux problèmes ont des solutions réalisables, alors les deux ont des solutions optimales 
et les valeurs absolues de leurs fonctions « objectifs d’efficacité » coïncident; max C’X=min 
B’Y; 2) si le problème initial (ou prioritaire) n’a pas de solutions réalisables, alors les solutions 
« optimum » de l’autre problème du « couple dual » tendent vers l’infini (∞); 3) aucun des deux 
problèmes de la « dualité » ne possède de solutions réalisables.  
 
Loin de compliquer les choses, la dualité des problèmes d’optimisation possède des avantages : 
1) la transformation du résultat min. d’une fonction linéaire en max. et réciproquement ; 2) la 
réduction de volume de calculs par choix de l’algorithme le plus court des deux ; 3) l’épreuve 
d’exactitude des résultats individuels, en résolvant le problème « dual ». En conclusion, la 
modélisation mathématique des phénomènes d’optimisation (y compris de transports et autres 
provenant de biosystèmes) met en évidence des relations multivariables. Les structurer en 
problèmes de programmation linéaire permet de trouver des solutions optimales en procédant à 
leur résolution par différentes méthodes spécifiques. La méthode graphique (géométrique) 
fonctionne très bien s’il existe deux variables « inconnues ». Pour n = 3 variables « inconnues 
», la représentation graphique devient plus difficile, alors que pour n > 3 variables « inconnues 
», elle devient carrément impossible. Toutefois, dans la pratique les modèles mathématiques des 
problèmes de programmation linéaire contiennent plus de n > 3 variables « inconnues » (comme 
dans vraie la vie). On utilise alors d’autres méthodes dont la plus courante est la méthode « 
Simplex » (Dantzig G.B. 1947, Serpil G. et al. 2014). Elle permet une exploration systématique 
des algorithmes de base, l’amélioration successive d’un algorithme, le passage (itération) d’un 
algorithme à un autre meilleur (ex : l’obtention d’une valeur plus grande pour la fonction « 




respectivement, l’obtention d’une valeur plus petite pour la fonction « objectif d’efficacité » en 
appliquant un pas de plus dans un problème de « minimisation »).  
          De ces brefs survols nous aurons compris que les « systèmes ouverts », dont les 
organismes vivants (des biosystèmes), fonctionnent selon les théories des systèmes et de 
l’optimisation énergétique. Dans la recherche biologique, nous avons avantage à les explorer 
selon leurs lois naturelles de fonctionnement. Nous allons ainsi être orientés plus rapidement 
sur des voies d’intérêt majeur, nos dépenses seront moindres et la moisson de résultats probants 
(ou du moins intéressants à creuser davantage) sera plus abondante. Cela exige bien sûr de la 
ténacité à « réitérer » nos revues de littérature, pour enrichir nos bases de données, nos variables 
d’intérêt et implicitement les syllogismes « heureux », améliorant ainsi nos « algorithmes 
méthodologiques » de recherche. Mais la Nature elle-même fonctionne ainsi, alors « optimisons 
» à notre tour. Explorons des associations et des syllogismes non seulement sur des axes « 
longitudinaux » et « transversaux » mais aussi « verticaux » ou « systémiques » dont la 
fonctionnalité « par défaut » a déjà été définie par la Nature. Bien sûr, dans notre Univers tout 
système à son lot de relations multivariables peu (ou pas) connues, qui tiennent des équations « 
non linéaires » et de l’imprévisibilité. Une excellente vulgarisation à ce sujet est donnée par le 
Dr Launay Fréderic (Université de Nantes) dans son cours sur les « Systèmes non linéaires ». Il 
en tient de l’expérience, de l’inspiration et de la « maestria » de chacun à jongler avec (ou à 
découvrir) de nouvelles variables d’intérêt et leurs « fonctions objectifs » les plus « parlantes » 
ainsi que les conditions « restrictives » les plus réalistes qui permettent de bâtir les meilleurs 
systèmes d’optimisation. Il est souvent intéressant d’étudier un phénotype intermédiaire (ex : 
métabolomique, histologique) pour renforcer une première association des données 
biomoléculaires (ex : profils d’expressions géniques, protéiniques) et des profils physiologiques 
(ex : marqueurs de l’état santé et/ou maladie). Sachant que ces variables sont structurées dans 
un biosystème hiérarchique et fonctionnel (végétal, animal ou humain), des associations 
spécifiques successives nous suggèrent des hypothèses de causalité à grande probabilité. La 
physiologie comparée nous guide, comme l’organogenèse, car l’ontogénie résume en partie la 
phylogénie. On peut ensuite « optimiser » avec des techniques moins chères, et toutefois 
probantes, pour vérifier nos hypothèses. Nous avons appelé cet exercice d’optimisation de 
variables O.C.S.I.V. pour Optimisation Comparée, Systémique et Intégrative de Variables ou 
I.S.C.O. de « Integrative Systemic and Comparative Optimization » pour forcer un peu 
l’acronyme à l’envers en anglais. Il s’agit d’une mise en commun intégrée des concepts 
dynamiques de la biologie comparée des systèmes d’Aristote, Colin, Botnariuc et Wiener, 
couplés aux algorithmes d’optimisation de la programmation linéaire de Dantzig. Vous 
corrigerez nos équations mathématiques si vous les trouvez trop osées et nous vous remercions. 
Reste toujours que l’ancienne méthode « trial and error » de recherche, des nouvelles molécules 
d’intérêt pour les biotechnologies, est dépassée par les méthodes « target » de criblage à haut 
débit profilé de molécules. Les associations « fonctionnelles » des « omics » (génomique, 
protéomique, métabolomique) avec des profils « santé » et « maladie » sont ensuite mises à 




concepts ont ouvert la voie à la génomique fonctionnelle, à la pharmacogénétique, aux analyses 
de flux et de contrôle métabolique et au génie génétique. Il est donc logique d’appliquer les 
mêmes concepts de base (comparatif, systémique et intégratif) dans nos recherches courantes. 
Guidés par les règles fondamentales de l’ergonomie de systèmes, dans la circulation et la 
conservation de l’énergie et de la matière, nous avons proposé quelques modestes équations 
d’optimisation également.    
 
Législation de la propriété intellectuelle, des droits d’auteur et des citations   
 
Des droits de propriété intellectuelle trop restrictifs ont souvent constitué des monopoles 
sur l’information ou les créations, au détriment d’un libre accès du public à la culture ou à la 
science. Nous souscrivons donc au mouvement du libre accès, qui propose des modèles 
alternatifs d’exercice de la propriété intellectuelle, dont les publications scientifiques qui, 
rappelons-le, sont financées par des fonds publics ! Ceci implique une obligation de citation et 
de référencement lors de l’utilisation de ce document, ainsi que l’obligation de conserver 
l’exactitude de l’information originale, les contrefaçons, modifications majeures ou traductions 
hasardeuses étant prohibés. Par conséquent les citations « en original » sont à prioriser pour les 
figures et noms (génomique, protéinémie, métabolomique). Si besoin de traduction il y a, il 
implique une obligation de rigueur linguistique et sémantique. L’acquiescement à ces valeurs 
est habituellement donné par l’ajout de l’énoncé : « sans préjudice aux droits d’auteur » en 
début de l’œuvre ou pour les citations des figures. Il va de soi que nous souscrivons au même 
respect de propriété intellectuelle des autres, dans l’exercice de nos droits pour citer leurs 
travaux (ex.: textes, figures). Une longue expérience de 4 ans dans le monde de l’édition en 
France à Paris, nous a permis de très bien connaître ces règles. L’Université de Montréal (FESP) 







la-propriete-intellectuelle-de-l-universite-de-montreal -  
 
« Lorsqu’il y a relation entre un étudiant de l’UdeM et un chercheur d’une autre université, la « 
Politique sur la propriété intellectuelle » de l’UdeM à priorité et s’applique ». Y compris 
pour des vérifications externes. (Tiré des reglementations FESP, FAECUM, Université de 
Montréal 2013)  
 
 







Concept philosophique pour diminution des conflits d’intérêts et des biais émotionnels  
 
En tant que Ph.D.(Philosophiae Doctor) candidat, nous trouvons notre inspiration dans 
les courants philosophiques issus de la « Théorie de la Connaissance » de Platon (- 428; - 347 
A.D.). Nous privilégions donc la rigueur du savoir éprouvé face aux conclusions imposées par 
l’empirisme, les émotions ou les partisanneries. Selon Platon les réalités naturelles, ou 
artificielles « saisissables » et celles qui sont abstraites (comme les mathématiques), 
coparticipent harmonieusement au monde intelligible. Dans ses « Dialogues » il introduit 
l’Éristique, du grec « eris » - controverse et « techne » - procédé, comme un art du débat 
philosophique, un outil pour la recherche de la connaissance. Le concept est consacré par 
Euclide de Mégare (- 450; - 366 A.D.), fondateur d’une école post-socratique en Grèce. 
Malheureusement, depuis le XVIIIe siècle l’époque moderne l’a déformé en moyen rhétorique 
d’atteindre - par la controverse fallacieuse et le sophisme - des avantages pratiques. Déçu, le 
philosophe Arthur Schopenhauer (1788-1860) écrit, en 1831, une « dialectique éristique » ou « 
l’art » d’avoir toujours raison « Die Kunst, Recht zu behalten ». Selon lui, les êtres humains ne 
discutent plus pour chercher la vérité, ou le savoir, mais tout simplement pour la vanité de 
l’emporter sur leurs congénères. C’est la définition du « power trip » moderne ! Alors il dénonce 
tout un grimoire de recettes de mauvaise foi, où logique et dialectique sont amalgamées et les 
entorses sophistes sont bienvenues, afin de frapper « en dessous de la ceinture » dans une 
controverse. A l’opposé nous privilégions l’Érhystmique, méthode recherche philosophique par 
dialogue constructif et la réflexion synergique, où un point de vue contraire n’est plus un ennemi 
à démolir (comme dans l’Éristique). Il est plutôt relativisé et devient une référence marginale. 
Dans l’intervalle dialectique ainsi établi, la recherche d’informations, et des repères probants, 
bénéficie d’un évident élargissement de perspective (Manolescu D.C., 2008). Dans un esprit 
néxialiste, nous privilégions l’analyse comparative systémique et intégrative des variables, un 
excellent outil d’optimisation dans la recherche. Bonne lecture !   
 














































Prospective, partially demonstrated and other potential benefits to be investigated 
Prevent apoptosis, fibrosis and abnormal 
remodeling, (Manolescu et al 2014) 
to investigate 
(Manolescu et al 2010, 2013, 2015) 
to investigate 
Retinoid in T2DM (Manolescu et al. 2010; 2014 ; 2017)  
Fig.2 Adapted from Bonet L.et al. 2012, with expertise end aprouval of Dr. Bonet L /Dr. Palou A.Lab.Balear Islands, Spain  









































Adapted from Iqbot S., Naseem I. et al / Nutrition 31 (2015), 903 (901-907),      Manolescu DC 2017 Med/Nutrition/Université de Montréal 

















Perspectives 1: Projets de recherche fondamentale sur l’AR dans l’obésité et le diabète 
 
a) « Diet, food supplements, RA and intestinal microflora in obesity and diabetes »- by 
Daniel-Constantin Manolescu and Aurelia Sima, 2017, correspondent Manolescu DC  
    
- Full paper text  
- In submission, according to our iterative protocol of exposure to peers 
- Protected by Copy Right / Open citation agreed after publication  
 
Note:   This literature revue and a subsequent project represents our protected 
intellectual property. As such, they must be cited accordingly if mentioned.    
 
b) « Mitochondrial dynamics profiles and RA in obesity, insulin resistance and type 2 
diabetes », by Daniel-Constantin Manolescu, 2017 correspondent Manolescu DC 
 
-  Sample extract text (one page shown only – the Abstract)  
- In submission, according to our iterative protocol of exposure to peers 
-  Protected by Copy Right / Open citation agreed after publication  
 
Note:   This literature revue and a subsequent project represents our protected 
intellectual property. As such, they must be cited accordingly if mentioned.    
 
c) « Sirtuins and RA in obesity, insulin resistance, type 2 diabetes and age-related 
metabolism » -by Daniel-Constantin Manolescu, 2017 correspondent Manolescu DC 
 
- Sample extract text (one page shown only – the Abstract) 
- In submission, according to our iterative protocol of exposure to peers 
- Protected by Copy Right / Open citation agreed after publication  
 
Note:   This literature revue and a subsequent project represents our protected 
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Abstract                            
Background: Obesity, insulin resistance and diabetes are closely-related metabolic disorders 
that have reached epidemic proportions. Recent studies revealed the implication of intestinal 
symbiotic microflora (gut microbiota, microbiome) in various metabolic diseases. Progress in 
microbial DNA sequencing, adapted to whole-genome sequencing technologies, now allows 
metagenomic DNA analysis to better explore the human gut microbiome. Affecting nutrient 
acquisition, energy harvest and many other metabolic pathways, the gut microbiota shows clear 
influence on the development of obesity, metabolic syndrome, type 2 diabetes, immunity, 
intestinal and general health of their host. Many reports have shown clear interactions between 
nutrients and the microbiota, suggesting that high-fat/low-fibber western-style diet, dramatically 
affects the microbiome profile favouring the development of obesity and metabolic syndrome. 
We have already demonstrated an oral retinoic acid (RA) treatment in ob/ob mice, a model of 
obesity and diabetes, reduces serum vitamin A (ROL) and its transporter (RBP4), fasting 
glycaemia, insulin resistance (IR), body weight despite similar food intake (calories) and motor 
reflexes (Manolescu et al. 2010). We also found reduced adipocytes size, and decreased 
apoptosis and collagen accumulation in cardiomyocytes, suggesting prevention against the 
abnormal cardiac remodelling (Manolescu et al. 2014). 
 
Scope of the revue: Better understanding the variations in microbiota profiles with specific 
dietary or nutraceutic intake, and their subsequent metabolic outcomes, may help us to develop 
new preventive and therapeutic approaches. We now consider of interest to evaluate intestinal 
microflora of obese, IR and diabetic ob/ob mice, before and after our treatment with RA. A 
"favorably" shift in the intestinal microflora profile, after our RA treatment, would suggest the 
good effects of RA may also occur through "gut microbiota". We start here with a literature 
review on intestinal microbiota profiles in association with "favorable" and "unfavorable" 
cardio-metabolic characteristics. We also review scientific evidence that gut microbiota can play 
a role in the development of obesity and type 2-diabetes, together with dietary interventions on 
the intestinal microbiome as a preventive strategy. 
 
Main conclusions: The biocenotic structure of gut microbiota (enterotype) can have either 
beneficial or deleterious effects. Food, nutraceutics, drugs and other environmental intakes has 
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BACKGROUND: Obesity is strongly associated with the development of insulin resistance 
(IR),  metabolic syndrome and type 2 diabetes (1). Hyperglycemia develops when increased 
insulin secretion no longer compensates for the insulin resistance. Insulin regulates glucose 
homeostasis mainly by decreasing hepatic glucose output and by increasing the glucose 
uptake by skeletal muscles and adipose tissues. Skeletal muscles are dominant sites for the 
insulin-stimulated glucose uptake, after the translocation of the insulin-regulated glucose 
transporter (GLUT4) from the intracellular compartments to the cell surface (2).Only some 
of the blood glucose is taken by the fat tissues. Interestingly, the GLUT4 expression is 
diminished in adipocytes but not in skeletal muscles of obese and insulin resistant or type 2 
diabetic animals and humans (2, 3). Serum retinol-binding protein-4 (RBP4), a hepatic protein 
whose well known function is the transport of retinol (ROL; vitamin A), was found to be 
increased in insulin resistance conditions. The association of RBP4 with the insulin resistance 
was highlighted by Yang et al. in 2005 (4), after using global gene expression analysis in 
epididymis fat tissue harbouring a primary genetic alteration in GLUT4 expression (mRNA). 
These authors observed that RBP4 expression levels (mRNA) were heightened by 2.3-fold in 
mice with adipocyte-specific silenced GLUT4-gene, whereas in GLUT4-overexpressed mice, 
the RBP4 expression levels were decreased by 54%, establishing an inverse relationship 
between GLUT4 and RBP4 expressions. When circulating RBP4 protein concentration was 
increased in mice, either by overexpressing it in fat tissues or by injecting it directly, then 
insulin resistance was induced. In parallel, knockout of the gene-encoding RBP4 enhanced 
insulin sensitivity compared to wild type mice. The absence of glucose uptake by adipocytes 
with diminished GLUT4 expression leads to higher RBP4 expression and its’ release from 
adipocytes into the circulation. That is associated with insulin resistance, a decline in glucose 
uptake into skeletal muscles, and with increased glucose production by the liver. They 
proposed the adipose tissue can act as a glucose sensor and increased circulating RBP4 leads 
to IR (4).  
 
RATIONALE: High concentration of serum RBP4 (e.g. from adipocytes and hepatic origin) 
contributes to systemic insulin resistance. Lowering serum RBP4 values enhances insulin 
sensitivity.This observation g ives  a rationale for new antidiabetic agents targeting to reduce 
serum RBP4 values. In our treatment on diabetes study, on obese and diabetic ob/ob mice, an 
at-RA dose of 100 µg/mouse/day, (2μg/gram body weight/day), in corn oil by stomach 
intubation, significantly reduced serum ROL and RBP4 concentrations and lowered insulin 
resistance and blood glucose (11). It appears that RA could be an effective antidiabetic agent 
and that RBP4, ROL and their ratio could serve as a diagnostic tool to assess the 
improvement of the  glycaemic control. Our findings were noted by the Lead-Discovery 
Magazine GB (2010), as being of especial interest for drug development in metabolic and 
hormonal disorders. They were also noted in 2012 by Bonet and Palou team in an excellent 
review on the topic (12)   
 
 HYPOTHESIS: 1A) Given the pleiotropic mechanisms of RA actions (genomic and non-
genomic), even lower doses treatment (e.g. 50 µg/mouse/day or 1μg/gram body weight/day) 
may decrease insulin resistance in diabetic mice.1B) The 13-cis RA, a more stable isomer than 
at-RA may be efficient too. 2) Our atRA treatment (11) may also prevent high fat diet obesity, 
IR and diabetes in normal mice. 3) Possible mechanisms may involve genes from retinoid, 





Perspectives 3 : Projets cliniques humains impliquant l’AR dans l’obésité et le diabète 
 
« Le potentiel de l’acide rétinoïque dans la prévention et le traitement de la résistance à 
l’insuline et du diabète de type 2 chez l’humain » -Manolescu DC et Sima A. ; Bhat PV. et 
Chiasson J.L.  
 
 
Reconnaissance par champs d’expertises et contributions :  
 
MSc. Manolescu Daniel Constantin, PhD-Cdt., BSc. (Ing.) (boursier du FRQS et CIHR). Volet 
biomarqueurs : Variations du ROL et de la RBP4 circulants en contexte d’obésité, de résistance 
à l’insuline (RI) et de diabète de type 2. Volet traitement : Impact d’un traitement à l’acide 
rétinoïque dans l’obésité et RI. Parallèles et projections de la souris à humain.  
 
MSc. Sima Aurélia, PhD-Cdt., BSc. (Ing.) (boursière Diabète Québec). Volet prévention et 
biomarqueurs : Implications du ROL et RBP4 dans le développement de la résistance à 
l’insuline, l’intolérance au glucose et le diabète de type 2 chez l’humain; observationnel.   
 
Dr. Chiasson Jean-Louis, MD -  Obésité, IR, Diabète, Endocrinologie; Clinique.  
Dr. Bhat Pangala V. Ph. D – Métabolisme des rétinoïdes; maladies chroniques; fondamental.   
 
 
Note 1: Les travaux et publications de Manolescu DC sur la souris ob/ob (Manolescu DC et al. 
2010, 2012, 2013, 2014, 2015, 2017) ont servi de base pour développer 2 projets cliniques- dont 
un observationnel- sur le ROL et la RBP4 dans l’obésité, la RI et le diabète de type 2, déjà 
concrétisé dans une 2e thèse de doctorat et 2 publications (PhD.Cdt. Aurélia Sima) 
actuellement en soutenance. Contributions partagées de Daniel Constantin Manolescu et Aurélia 
Sima. Supervision par Dr. P.V. Bhat, Dr. Chiasson Jean-Louis, et Dr. Mader Sylvie.  
 
 
Note 2: This project concerns future clinical trials with retinoid in obesity, insulin resistance 
and diabetes in humans. The literature revue and thesubsequent project represents our protected 
intellectual property. As such, they must be cited accordingly if anything is mentioned by 
different scientific investigators.      
 
 








1. Objectif général 
L’objectif général de ces projets de recherche clinique est de procurer de nouvelles 
connaissances sur l’implication de la RBP4 et du rétinol (ROL) dans le développement et/ou  le 
reflet de la résistance à l’insuline (IR), de l’intolérance au glucose et du diabète de type 2, et 
d’évaluer la capacité de la vitamine A sous forme d’acide rétinoïque (AR) à augmenter la 
sensibilité à l’insuline chez des sujets obèses et résistants à l’insuline. 
2. Historique 
 La graisse viscérale est un organe endocrinien qui synthétise et sécrète une série 
d’adipokines telles la protéine réactive, la leptine, la résistine, l’adiponectine et la TNFα, 
des cytokines qui sont impliquées dans la résistance à l’insuline.  Une autre protéine, la 
RBP4 (« retinol binding protein 4 ») a également été identifiée comme étant une autre 
adipokine sécrétée par le tissu adipeux viscéral.  
 En 2005, l’équipe de Barbara Kahn et al.  a démontré que la RBP4, qui transporte la 
vitamine A (ROL) dans le sang, était impliquée dans la résistance à l’insuline, un des 
facteurs majeurs impliqués dans le développement du diabète de type 2.  
 Dans les modèles animaux d’obésité avec résistance à l’insuline, il a été observé que la 
RBP4 circulante était élevée. Un traitement avec la rosiglitazone, un sensibilisateur de 
l’insuline, diminuait la RBP4 ainsi que la RI. Toujours dans les modèles animaux, la 
surexpression de RBP4 était associée à une augmentation de la RI. 
 Dans un modèle animal d’obésité et de diabète (souris ob/ob), nous avons démontré 
qu’un traitement avec de l’AR diminuait la RBP4 et le ROL circulants et que cela était 
associé à une baisse de la résistance à l’insuline et une diminution de la glycémie. 
 
 Chez l’homme, quelques études ont démontré une corrélation entre la RBP4 et la 
résistance à l’insuline chez les sujets avec obésité et intolérance au glucose et chez ceux 
avec diabète de type 2.  L’exercice était associé à une baisse de la RBP4 et à une 
augmentation de la sensibilité à l’insuline.  De plus, le taux élevé de RBP4 était associé 
aux différentes composantes du syndrome métabolique. Toutefois, certains n’ont pas pu 
confirmer cette relation entre le taux de RBP4 et la résistance à l’insuline. Il a été suggéré 
que ces divergences étaient probablement dues à des problèmes méthodologiques. Plus 
de recherches sur le sujet s’avèrent donc nécessaires.  
 Dans une étude préliminaire chez l’humain, nous avons démontré que la RBP4 et le ROL 
étaient très élevés chez des sujets obèses et avec diabète de type 2 mal contrôlés, par 
rapport à des sujets de poids normal et en santé (Projet PhD Sima Aurélia).  
3. Raisonnement et hypothèse 
Il existe un lien étroit entre la protéine RBP4, le ROL et le développement de la résistance à 
l’insuline et du diabète de type 2 respectivement. Notre traitement à l’AR chez la souris obèse 
et diabétique ob/ob diminuait la RBP4 et le ROL sériques, leur ratio ROL: RBP4, la taille des 
adipocytes et le poids corporel, et améliorait la sensibilité à l’insuline et la glycémie. Nous 
émettons l’hypothèse qu’un traitement à l’AR. Nous émettons l’hypothèse qu’un traitement à 













































Perspectives 4 : Projet clinique humain impliquant l’AR dans l’obésité et le diabète 
 
 
«Assessing RA efficacy against obesity and insulin resistance in humans »  
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Rationale and main objective: The main objective of this proposal is to examine the 
therapeutic value of retinoic acids (RAs) in the prevention and treatment of type 2 diabetes. 
Recent investigations have demonstrated that elevated serum retinol binding protein (RBP4) 
levels secreted from adipose tissue play a role in the development of systemic insulin resistance 
(IR) and lowering RBP4 levels improve insulin sensitivity. These observations provide a 
rationale for the development of new antidiabetic agents aimed at reducing serum RBP4 levels. 
We have recently shown in a pilot experiment (Manolescu et al.2010) that supplements of RAs 
significantly reduced serum retinol-RBP4 and glucose levels and suppressed insulin resistance 
in diabetic mice suggesting the possibility of utilizing RAs in the treatment of type 2 diabetes. 
In this proposal, we will extend our RA treatments study in humans with and without obesity, 
IR and type 2 diabetes. 
SUMMARY 
Insulin resistance is a fundamental cause of type 2 diabetes. While insulin action begins to 
decline, increased insulin secretion from β-cells compensates to decrease hyperglycemia. 
However, failure to do so eventually results in disease manifestation. In recent years, the role of 
adipose tissue, which secretes a number of adipokines implicated in the regulation of insulin 
action, has drawn attention and new therapeutic approaches targeting adipokines that improve 
insulin sensitivity are being investigated. One such adipokine, RBP4, has recently (2005) been 
demonstrated to be involved in insulin resistance. RBP4 was first isolated and characterized in 
1968 and its only function recognized until 2005 was to transport retinol from the liver. The 
discovery that RBP4 had an additional role in controlling glucose homoeostasis generated 
interest in the diabetic research community and resulted in more than 150 publications on the 
relationship between RBP4, insulin resistance, obesity and type 2 diabetes in experimental 
animals and humans (many of them are published in high impact journals) in the last four years. 
At present, several pharmaceutical companies have begun to develop antidiabetic agents that 
lower RBP4 in type 2 diabetes. The major challenge in producing RBP4-lowering drugs is that 
they should not lead to vitamin A deficiency or alter vitamin A metabolism because of decreased 
retinol transport. Our recent work demonstrated the RA lowers serum RBP4 and improves 
insulin sensitivity in insulin-resistant ob/ob mice indicating its potential use in the treatment of 
type 2 diabetes. Therefore, the present investigations in experimental diabetic (insulin-resistant) 
mice and proposed human studies should determine the utility of RAs as antidiabetic agents. 
The essential technical tools required to perform these experiments are available, intense work 
has been performed to confirm the hypothesis and the proposed studies are feasible to complete 
in a five-year period. The applicant has the necessary expertise (handling and dietary 
manipulations of animals, clinical research immersion, retinoid biology and metabolism and 
analytical techniques related to the proposal). The applicant also has the needed network 
partnership in research biochemistry, the study of glucose homeostasis in healthy and diabetic 
humans and with major interest in clinical trials looking-up at new drugs for the treatment of 
diabetes. Since RAs are being administered in cancer therapies and their side effects are well 
documented (91-94), their clinical value in type 2 diabetes in humans can be evaluated without 
a major risk. RAs are biologically active compounds and lowering RBP4 with them will not 
lead to vitamin A deficiency but may render additional benefits by inducing RA-dependent 
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Biosystems are complex multivariate cause-and-effect models. An intermediate phenotype (eg, 
proteins, histology) will reinforce a primary association between systemic phenotypes (eg 
physiology) and biomolecular information (eg tissue-specific gene expression). Causality, in 
health and in disease, must be evaluated beyond simple binary associations. In recent decades, 
new marriages have emerged in scientific research (between genomics, proteomics, 
metabolomics, bioinformatics) to better understand the relationship between nutrition and 
metabolism in the disease. Nutritional epidemiology and specific nutritional biomarkers in 
response to various diets and their physiological echoes are examples in this regard. Exploring 
various metabolite pools, in a broad and also in a targeted way, metabolomics can bring new 
information, integrating both biomolecular research and environmental actors (eg nutrition). 
The "functional" associations of "omics" (genomics, proteomics and / or metabolomics) with 
"health" and "disease" profiles are then put to use, both individually and integrated. Thus food 
metabolomics provides new tools for nutritional research on various metabolic disorders, such 




Les biosystèmes sont des modèles de cause à effet complexes et multivariés. Un phénotype 
intermédiaire (ex. protéines, histologie) va renforcer une association primaire entre des 
phénotypes systémiques (ex. physiologie) et de l'information biomoléculaire (ex. expressions 
géniques tissue-spécifiques). La causalité, dans la santé et dans la maladie, doit être évaluée au-
delà des simples associations binaires. Au cours des dernières décennies, des nouveaux mariages 
ont émergé dans la recherche scientifique (entre la génomique, la protéomique, la 
métabolomique, la bioinformatique), pour mieux comprendre la relation nutrition-métabolisme 
dans la maladie. L'épidémiologie nutritionnelle et les biomarqueurs nutritionnels spécifiques, 
en réponse à des régimes alimentaires variés et à leurs échos physiologiques, sont des exemples 
en la matière. Explorant, autant de façon large que ciblée, divers pools de métabolites, la 
métabolomique peut apporter des nouvelles informations, intégrant à la fois la recherche 
biomoléculaire et les acteurs environnementaux (ex. la nutrition). Les associations « 
fonctionnelles » des « omics » (génomique, protéomique et/ou métabolomique) avec des profils 
« santé » et « maladie » sont ensuite mises à profit, autant sur un plan individuel qu’intégrés. La 
métabolomique alimentaire fournit ainsi de nouveaux outils pour la recherche nutritionnelle sur 
les divers troubles de métabolisme, comme l’obésité, la résistance à l’insuline et le diabète. Les 
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